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APRESENTAÇÃO 


A obra intitulada “Conhecimentos contemporâneos ligados as ciências agrárias 
vol.1”, publicada pela Brazilian Journals Publicações de Periódicos e Editora, 
apresenta um conjunto doze capítulos que visa abordar aspectos voltados para à sobre 
plantio, cultivo, manejo, cuidados e criação de animais. 

Logo, os artigos apresentados neste volume abordam: a identificação de 
fitonematoides associados a hortaliças, com ênfase na detecção de Meloidogyne spp. 
no município de Montes Claros, norte de Minas Gerais; propriedades físico-químicas 
e utilização da mucilagem de chia (Salvia hispanica L.) na redução de gordura em 
biscoitos; atividade antibacteriana e antibiofilme do extrato do cálice de physalis 
peruviana; morfologia do sistema digestivo de peixes presentes durante o outono no 
mercado Municipal de Paranaguá - Pr; padronização do cultivo do fungo filamentoso 
isolado A4 para a produção de lípases, entre outros. 

Dessa forma, agradecemos aos autores por todo esforço e dedicação que 
contribuíram para a construção dessa obra, e esperamos que este livro possa 
colaborar para a discussão e entendimento de temas relevantes para a área de 
agrárias, orientando docentes, estudantes, gestores e pesquisadores à reflexão sobre 
os assuntos aqui apresentados. 


Edilson Antonio Catapan 
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CAPÍTULO 01 


PERFIL DOS CONSUMIDORES DE CARNE BOVINA E BUBALINA NO MUNICÍPIO 
DE SANTAREM PROFILE OF BEEF AND BUFFALO MEAT CONSUMERS IN THE 
MUNICIPALITY OF SANTAREM 


Ellen Patrícia Corrêa Lisboa 
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RESUMO: As carnes bovino e a bubalina são alimentos indispensáveis na mesa do 
brasileiro, pois são fontes de elementos essenciais como proteínas e minerais. Dessa 
forma, compreender a preferência, hábitos e fatores que levam o consumidor a 
comprar esse alimento ajuda o mercado a atender com satisfação os clientes. Em sua 
maioria, o consumo pode estar relacionado a alguns fatores como: preço, local de 
compra, frequência de consumo, corte e principalmente fatores socioeconômicos. 
Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil dos consumidores e os fatores que 
influenciam no consumo de carne bovina e bubalina no município de Santarém, PA, 
Brasil. Para isso foi utilizada a metodologia de pesquisa do tipo survey com perguntas 
abertas e fechadas, através de questionários com 24 perguntas cada. A pesquisa foi 
realizada no período de agosto a novembro de 2019, com intuito de caracterizar o 
perfil dos entrevistados. As questões abordaram características como sexo, idade, 
estado civil, escolaridade, renda familiar, carne mais consumida e atributos 
observados no ato da compra. A população amostral foi de 270 pessoas conforme o 
cálculo de amostra com base na estimativa do número de habitantes, segundo o IBGE. 
Ao final da aplicação dos questionários, os dados foram tabulados e analisados. Os 
resultados revelam que a maioria dos entrevistados consome carne bovino-bubalina, 
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sendo a picanha o corte cárneo de maior preferência. No entanto, os consumidores 
compram diariamente o corte alcatra por ser um corte cárneo economicamente mais 
viável. 


PALAVRAS-CHAVE: Hábito, consumo, entrevistados, preferência, descrição. 


ABSTRACT: Beef and buffalo meat are indispensable food on Brazilians' tables, 
because they are sources of essential elements such as protein and minerals. Thus, 
to understand the preference, habits and factors that lead the consumer to buy that 
food helps market to attend the customers satisfactory. Most consumption can be 
related to some factors such as: price, place of purchase, frequency of consumption, 
cut and mainly socioeconomic factors. Therefore, the objective of this work was to 
evaluate the profile of consumers and factors that influence the consumption of beef 
and buffalo meat in the municipality of Santarém, PA, Brazil. For that, survey 
methodology with open-ended questions was employed, through questionnaires with 
24 questions each. The survey was carried out from August to November 2019, aiming 
to characterize the profile of interviewees and questionsaddressed characteristics such 
as sex, age, marital status, education, family income, most consumed meat and 
attributes observed at the time of purchase. The sample population was 270 people 
according to the sample calculation based on the estimate of the number of inhabitants 
according tolBGE. At the end of the questionnaire applications, the data were tabulated 
and analyzed. Most of the interviewees consume beef and buffalo meat, with the rump 
cap being the most preferred meat cut. Nevertheless, consumers buy the rump cut 
every day because it is a more economically viable meat cut. 


KEYWORDS: Habit, consumption, interviewees, preference, description. 
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1. INTRODUÇÃO 

A pecuária brasileira possui destaque positivo no agronegócio, dispondo de 
213,5 milhões de cabeças. Isso representa o 2º maior efetivo, e coloca o Brasil em 
destaque como o 2º maior produtor e o maior exportador de carne bovina. No 3º 
trimestre de 2019, foram abatidos 8,49 milhõesde bovinos sob algum tipo de serviço 
de inspeção sanitária e 20,2 % do total de abates foi de responsabilidade da Região 
Norte. O país possui 1,39 milhão de búfalos, sendo que 66,4 % deste efetivo está na 
Região Norte, do qual 514.308 estão no Pará (IBGE, 2019; IPEA, 2019; MAPA, 2017). 

Mundialmente encontram-se dificuldades na estimativa da bubalinocultura, pois 
em alguns países estes são declarados como bovinos e em números inferiores devido 
a questões tributárias. No Brasil, ainda existem informações divergentes quanto à 
produção e consumo de carne bubalina e os dados, na maioria das vezes, se 
confundem com as estatísticas de carne bovina. As projeções para o período de 
2018/2019 a 2028/2029, mostram que a carne bovina estará em nível inferior de 
crescimento no consumo, em relação a outras carnes, com 1,0 % ao ano para os 
próximos anos, sendo a terceira carne mais consumida. (GONÇALVES, 2008; MAPA, 
2019; MARQUES et al., 2015). 

É esperado que em 2020 a produção global alcance 61,9 milhões e as 
exportações 11,5 milhões de toneladas com crescentes embarques do Brasil, Índia, 
Estados Unidos e Argentina. Impulsionado pela forte demanda da China, o aumento 
da produção brasileira será apoiado principalmente pelas exportações, sendo 
esperado que o país seja responsável pela maior parte da expansão comercial no 
mundo com saídas recordes de 2,6 milhões de toneladas (USDA, 2020). 

A carne tem um papel muito importante na alimentação dos seres humanos, 
pois é fonte de elementos essenciais que contribuem para o desenvolvimento e 
funcionamento do organismo, fornece proteínas de alto valor biológico e constitui a 
maior fonte de vitaminas como a tiamina, niacina, riboflavina, BO e B12. Outra 
contribuição nutricional é a oferta de minerais, principalmenteo ferro, importante para 
as funções do organismo e à formação de parte da hemoglobina dos glóbulos 
vermelhos, assim como o zinco, que contribui no desenvolvimento de várias funções 
imunológicas e para o crescimento (LIRA, 2005; MACIEL, 2018). 

Nas últimas décadas pode-se observar mudanças em relação à preferência dos 
consumidores. Diversos fatores contribuíram para isso, dentre eles a globalização, 


que aumentou a velocidade do fluxo de informações, o que deixa os consumidores 
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mais seletivos e cada vez mais preocupados com a forma de produção e 
processamento, armazenamento, embalagem, método de conservação e teor 
nutricional, além de fatores ligados ao bem-estar animal, preservação do meio 
ambiente e a produtos que não geram danos à saúde (VENDRUSCOLO, 2019). 

O hábito de comprar carne varia de indivíduo para indivíduo. A maioria costuma 
comprar carnes expostas em bancadas sem processo industrial de embalagens, 
consideradas como carne fresca, que aparentam ter boa qualidade, estejam 
refrigeradas e em ambiente higiênico, além do preço atraente. É levada em 
consideração, também, a ocasião em que será consumida, as pessoas envolvidas, a 
cor, o corte e o marmoreio. Porém, somente depois de consumir o alimento é que esses 
indivíduos se sentirão satisfeitos ou não (LEITE, 2018; MENDES, 2018). 

Essas exigências feitas pelo consumidor são o que influenciam o processo 
industrial, ou seja, estabelecimentos que não observam as mudanças que ocorrem no 
mercado se tornam menos competitivos. Dessa forma, as empresas estão buscando 
ter produtos politicamente corretos, de alta qualidade, atendendo às exigências do 
consumidor, e que não destruam ou contaminem o meio ambiente (ALBUQUERQUE, 
et al., 2017). 

As exigências citadas anteriormente são feitas, em sua maioria, pelos 
consumidores de carnebovina e isso se dá devido à desinformação dos consumidores 
quanto aos benefícios e características sensoriais e organolépticas da carne de búfalo. 
Apesar do estado do Pará possuir um grande rebanho de bubalinos, poucos 
consumidores paraenses consomem e possuem conhecimento sobre as 
características dessa carne, sendo necessárias medidas que levem informação à 
sociedade (MARQUES ef al., 2015). 

Neste contexto, são necessários estudos que levantem informações sobre o 
perfil do consumidor de carne de origem bubalina e da bovinocultura, que apontem 
tendências e perspectivas em relação ao comportamento desse consumidor, 
permitindo orientar o trabalho de produção e comercialização. Portanto, o presente 
estudo teve como objetivo identificar o comportamento dos consumidores de carne 
bovina e bubalina no município de Santarém-PA, conhecer os aspectos 
socioeconômicos e identificar as preferências quanto aos cortes e quais são os mais 


consumidos. 
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2. METODOLOGIA 

Foi utilizada a metodologia de pesquisa do tipo survey, com perguntas abertas 
e fechadas, com o intuito de obter dados qualitativos e quantitativos durante o período 
de agosto a novembro de 2019. A população amostral foi composta por 270 pessoas, 
conforme o cálculo de amostra com base na estimativa do número de habitantes, que 
é aproximadamente 302.667 segundo as estimativas do IBGE, considerando uma 
margem de erro de 5 % para mais ou para menos, e 90 % de confiabilidade. A 
pesquisa foi realizada na zona urbana do município de Santarém, município localizado 
no Oeste do Pará, com indivíduos que se encontravam comprando as carnes em 
mercados, supermercados, açougues, casa atacadista, postos de venda e feiras, com 
maior fluxo sendo realizado durante a semana, em horários diferentes. 

Os entrevistados foram selecionados aleatoriamente e de forma voluntária 
enquanto estavam em frente às gôndolas de carnes. Os questionários formulados 
continham perguntas como sexo, idade, estado civil, escolaridade e renda familiar, 
para caracterizar o perfil dos entrevistados. Também foram questionados em relação 
às ocasiões de consumo da came, qual o tipo de carne consumido, frequência de 
consumo, o que era levado em consideração durante a compra, a importância de um 


produto com certificação e quais os cortes mais preferidos e consumidos. 


3. ANÁLISE DE DADOS 

Os dados foram submetidos à análise estatística descritiva, com foco na 
distribuição de frequência relativa das respostas, por meio do programa Excel versão 
Office 2019. Já os resultados de maior relevância foram analisados pelo PROC 
GLIMMIX do SAS University Edition e, de acordo com sua distribuição binominal ou 
Poisson, adotou-se a = 0,05 para o erro tipo | e os valores foram considerados 
significativos quando p<0,05. 


4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Entre os consumidores entrevistados, 62 % pertenciam ao sexo masculino e 
38 % ao feminino, possuindo idade entre 18 e 72 anos. Do total da amostragem, 
59,6% possuía idade de 18a 40 anos. Quanto à escolaridade, 56,70 % possuía o 
segundo grau, seguido de 34,40 % que possui o terceiro grau e 8,50 % com o primeiro 
grau. No que se refere à renda, 36 % dos consumidores afirmaram ganhar entre 
R$1.997,00 e R$3.992,00, seguidos dos que ganham acima de R$5.989,00 (22,60 %) 
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e daqueles que ganham até R$1,996.00 (21 %), conforme resultados apresentados 


na tabela 1. 


Tabela 1: Características socioeconômicas dos consumidores de carne bovina e bubalina do 
município de Santarém, estado do Pará. 























Características Perfil N % 
Séxo Masculino 167 62 
Feminino 103 38 
<20 7 2,60 
21-30 73 27 
Idade 31-40 81 30 
41-50 61 22,60 
> 50 48 12,80 
Analfabeto 1 0,40 
Escolaridade E E a aa 
3º Grau 93 34,40 
<2 SM (0 a R$1,996) 57 21 
aa 2a4 SM (R$ 1,997 a R$3,992) 97 36 
Ronan 4 a 6 SM (R$3,993 a R$5,988) 55 20,40 
>6 SM (a cima de R$5,989) 61 22,60 














*SM = Salário Mínimo vigente R$998, referente ao ano de 2019. 
FONTE: Dados da Pesquisa. 





Quando os entrevistados foram questionados quanto à carne mais consumida 
(Tabela 2), a maioria do público relatou consumir a carne bovina/bubalina (67 %), 
seguida da carne de frango (19,62 %), pescado (12,60 %) e outros (0,74 %). 
Resultados similares foram descritos por Aguiar et al. (2018) no município de 
Castanhal, onde 56,88 % tiveram preferência de consumo pela carne bovina, 36,87 % 
pela carne de frango, 5 % pelo pescado e 1,25 % pela carne caprina. Tavares et al. 
(2017), ao analisarem o consumo e preferência na aquisição de carne suína no 
município de Paragominas, identificaram que a carne era bem aceita, porém a carne 
mais consumida ainda era a bovina (61,60 %), seguida do frango (35,20 %) e de 
pescados (2,80 %). 

Apesar dos dados de consumo encontrados, a carne de pescado é considerada 
a mais saudável (Tabela 2) por 72,60 % dos entrevistados. Coelho et al. (2017), em 
seu trabalho, entrevistaram 923 pessoas e 43,1 % destas disseram consumir peixe pelo 
fator saúde, o que relaciona o peixe como alimento mais saudável e por seu consumo 
contribuir para uma saúde de melhor qualidade. Lopes et al. (2016) verificaram que, 
na Região Norte, os indivíduos entrevistados, em sua maioria, afirmaram que a 
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dificuldade encontrada para o consumo diário de peixe estava relacionado ao custo 
desse alimento, o que justifica o motivo pelo qual as pessoas preferem consumir 
outras carnes mesmo considerando o pescado o mais saudável. 

Em relação à frequência do consumo de carne bovina/bubalina, como mostra a 
Tabela 2, foi observado que a maioria dos indivíduos entrevistados (55,92 Y) 
consumiam essas carnes, de 2 a 3 vezes na semana, 26,3 % mais de três vezes, 
10 % todos os dias e apenas 7,78 % consumia 1 vez aodia ou esporadicamente. 
Amaral et al. (2016), ao avaliarem o perfil dos consumidores em Sobral, no Ceará, 
perceberam que a maioria dos entrevistados possuía o hábito de consumir carne de 
3 a 4 vezes na semana. Os resultados revelam que essa proteína está presente na 
dieta alimentar de todos os entrevistados, sendo a carne mais consumida durante a 


semana. 


Tabela 2: Frequência de consumo da carne durante a semana e tipos de carnes consumidas e 
consideradas saudáveis pelos entrevistados. 









































Características Perfil N Y% 
Bovino/Bubalino 181 67 
Frango 53 19,62 
Carne mais consumida 
Peixe 34 12,60 
Outros 2 0,74 
Bovino/Bubalino 17 6,30 
Suíno 18 6,66 
Considera mais saudável 
Aves 39 14,44 
Peixe 196 72,60 
Esporádico ou 1 vez 21 7,i8 
Frequência de 2a3vezes 151 55,92 
consumo na semana Mais de 3 vezes 71 26,30 
Todos os dias 27 10 

















FONTE: Dados da Pesquisa. 


No que se refere ao local de compra (Tabela 3), o mais preferido pelos 
participantes da pesquisa foi os açougues (57,03 %), em seguida os mercados e 
supermercados (21,11 %) e, por fim, outros locais (14,45 %) e feiras (7,41 %). Porém, 
os dados encontrados diferem de Kirinus et al. (2013), que não observaram diferença 
significativa quanto a essa variável. Dias et al. (2015), ao estudarem o padrão de 
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consumo de carne em Campo Grande — MS, observaram que os supermercados 
(45,69 %) eram os mais escolhidos pelos consumidores, acompanhados dos 
mercados (22,61 %), açougues (3,26 %) e outros (3,26 %). Essa divergência de dados 
pode estar relacionada ao hábito cultural de cada região do país. 

Um dos principais motivos que influenciam a tomada de decisão do local de 
compra é a higiene (28,14 %), seguida do preço (25,19 %), confiança no 
estabelecimento (18,14 %), proximidadeda residência (16,29 %), tamanho e aspecto 
do estabelecimento (12,22 %), conforme mostram os resultados na tabela 3. Fanalli 
(2018), ao mensurar a opinião da população e a percepção do consumidor com 
relação à segurança alimentar em Uberlândia, observou que as principais razões 
citadas foram comodidade e praticidade, além de fatores como conhecer o proprietário 
e higiene do local. 

Durante a compra do produto cárneo, alguns atributos são levados em 
consideração pelo consumidor. 48,14 % responderam que observam primeiramente a 
cor/aspecto da carne, enquanto 36,30 % observavam a higiene do ambiente onde a 
carne se encontra, 10,74 % consideraram o preço como fator decisivo, 4,44 % 
reparavam a embalagem, pois conseguiam verificar algumas informações como a 
validade do produto e apenas 0,38 % não viam nenhum desses fatores — Tabela 3. 
Borges et al. (2020), em seu trabalho, realizado no município de Uruçuí-PlI, analisaram 
que 18 % dos entrevistados consideravam importante a aparência da carne, seguido 
por preço (17%) e cor da came (16%). Estes dados demonstram que os 


consumidores estão mais atentos para a apresentação da carne do que o fator preço. 
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Tabela 3: Preferência quanto ao local de compra e, motivo da decisão, e atributo que o consumidor 
observa no momento da compra. 



























































Características Perfil N % 

Açougue 57 21 

Feiras 
Local de Compra Sr ao 
Mercados e Supermercados 55 20,40 
Outros 61 22,60 
Preço 68 25,19 
Fator e Tamanho e Aspecto do Local 33 12,23 
Falo que afeta a Higiene 76 28,14 

Decisão do local de compra EE 
Procedência 49 18,14 
Proximidade 44 16,30 
Cor/Aspecto da Carne 130 48,14 
Embalagem 12 4,44 
Preço 29 10,74 
Observa ao comprar a carne = 
Higiene 98 36,30 
Não Ob Nenh dos Fat 

ão Observa sn um dos Fatores 4 0,38 

acima 





FONTE: Dados da Pesquisa. 


Quando os consumidores foram questionados se sabiam o que era inspeção, 
12,97 % afirmaram não saber, enquanto 87,03 % disseram que sabem sobre o 
assunto. Dos que afirmaram ter conhecimento, apenas 62,56 % verificavam a 
presença do selo de inspeção no momento da compra.Em um estudo realizado em 
Jataí, município de Goiás, Abujamra et al. (2017) destacam que, de 100 entrevistados, 
34 % não se importavam com selo de inspeção, sendo que 19 % desconheciam ou 
nãopossuíam opinião sobre o assunto. Velho et al. (2009) supõem, em seu trabalho, 
que a predominância de entrevistados com escolaridade média (2º grau), pode ter 
afetado sobre o conhecimento quanto a produtos com certificação. 

Foi possível observar que o conhecimento quanto às diferenças da carne de 
boi e búfalo ainda são pequenas. Conforme resultados da tabela 4, quando 
perguntados se sabiam fazer essa diferenciação no momento da compra, 65,93 % 
afirmaram não saber distinguir. Pontes et al. (2018) relataram no seu trabalho que, de 
120 entrevistados, 7,4 % disseram não gostar da carne de búfalo, porém, 66,7 % 
disseram que nunca consumiram e 22,2 % relataram que a disponibilidade da carne 
bubalina é esporádica. Marques et al. (2013) ressaltaram que a falta de 
disponibilidade do produto no local de venda pode estar relacionada ao 


desconhecimento do mercado consumidor e a possíveis fraudes com a alteração da 
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rotulagem devido à similaridade com a carne bovina. 


Tabela 4: Conhecimento sobre certificação e diferença entre carne bovina e bubalina. 








Características Perfil N % 
Sim 235 87,03 
Sabe o que é inspeção? 
Não 35 12,97 
Sabe diferenciar carne Sim 92 34,07 
bovina da bubalina? Não 178 65,93 




















FONTE: Dados da Pesquisa. 


Com o intuito de avaliar a preferência quanto aos cortes cárneos (Figura 1), 
23,33 % dos entrevistados, ao serem questionados, tiveram predileção pela picanha, 
22,22 % optaram pelo conjunto bisteca/ponta de agulha/costela e 21,11 % pela 
alcatra/chã de dentro. Com relação aos cortes mais consumidos, foi observado que o 
mais comprado foi o conjunto alcatra/chã de dentro, com 38,14 %. As respostas foram 
suficientes para identificar diferença estatística (p<0,05) ao relacionar os cortes mais 
consumidos com a renda, ou seja, o corte mais consumido pela populaçãoestudada 
está diretamente relacionado à renda dos consumidores. 

Nascimento et al., (2018) relataram que os cortes preferidos geralmente são 
considerados cortes de primeira e não são comprados diariamente devido ao seu valor 
estar acima da média dos demais cortes. Dessa forma, a renda da população 
analisada foi o principal fator limitante na aquisição dos cortes preferidos já que a 


maioria possuía renda de um a três salários mínimos. 


Figura 1: Relação entre cortes cárneos preferidos e consumidos dos consumidores de carne 
bovina e bubalina do município de Santarém. 
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FONTE: Dados da Pesquisa. 
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5. CONCLUSÃO 

Os indivíduos tornam-se cada vez mais exigentes em relação ao produto 
consumido, e suas exigências são o que determina o processo industrial. As empresas 
que não acompanham as mudanças que ocorrem no mercado se tornam menos 
competitivas, e para que seja possível acompanhar essas mudanças se faz 
necessário conhecer o comportamento do consumidor final e suas necessidades. 

Sendo assim, pesquisas como esta são fundamentais para apontar as 
principais mudanças que acontecem entre os consumidores. O presente trabalho 
apontou que a maioria dos entrevistados consomem principalmente carne 
bovina/bubalina com uma frequência de duas a três vezes na semana. Porém, a carne 
de peixe foi considerada pelos entrevistados a carne mais saudável. Em relação à 
decisão do local de compra da carne bovina, a higiene do ambiente foi o principal fator 
levado em consideração, o que indica que esse fator pode levar à fidelização dos 
consumidores. 

Além disso, o corte cárneo de maior preferência foi a picanha. Porém, o que 
mais é consumido durante a semana é o conjunto alcatra/chã de dentro, pela diferença 
de valores entre eles, o que mostra que a renda dos entrevistados foi o fator limitante 
na aquisição do corte cárneo. 

Os dados abordados neste estudo podem ser fundamentais para contribuir e 
fomentar as investigações em relação ao perfil dos consumidores de carne 
bovina/bubalina no município de Santarém, ajudando as indústrias e empresas a 


visualizarem as mudanças de comportamento dos consumidores finais. 
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ABSTRACT: Plant-parasitic nematodes are frequently associated with vegetables 
causing yield losses. There is little information on the occurrence of these pathogens 
in the state of Minas Gerais, Brazil. The objective of this work was to identify plant- 
parasitic nematodes associated with vegetable crops, focusing on the detection of 
Meloidogyne spp. in commercial production areas located in the municipality of 
Montes Claros, Northern Minas Gerais, Brazil. Soil and roots samples were 
collected from 15 farms including 19 vegetable crops. Nematodes were extracted from 
soil and identified to genus level, and the roots were assessed for gall index. In soil 
samples, the genera Meloidogyne spp., Helicotylenchus spp., Rotylenchulus spp., 
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Criconemoides spp., Pratylenchus spp. and Tylenchus spp. were observed in a 
percentage of 46.1; 31.8; 11.8; 7.4; 6.4 and 3.6 %, respectively. The average gall index 
in vegetable crops were: squash (4.5), lettuce (2.2), eggplant (9.3), beetroot (2.4), 
broccoli (1.9), carrot (0.3), coriander (2.6), cabagge (0.3), cauliflower (1.2), spinach 
(2.0), beans (2.8), scarlet eggplant (3.3), gherkin (1.9), cucumber (3.0), pepper (3.3), 
okra (2.3), arugula (0.7), parsley (3.7) and tomato (3.3). 


KEYWORDS: Meloidogyne spp., occurrence, infectivity, olericulture. 


RESUMO: Os fitonematoides estão comumente associados a hortaliças causando 
perdas. No estado de Minas Gerais existe carência de informações sobre a ocorrência 
desses patógenos. O objetivo deste trabalho foi identificar fitonematoides associados 
a hortaliças, com ênfase na detecção de Meloidogyne spp. no município de Montes 
Claros, norte de Minas Gerais. Foram coletadas amostrasde solo e raízes em 15 
propriedades, envolvendo 19 espécies de hortaliças. As amostras de solo foram 
processadas e os fitonematoides identificados em nível de gênero e as raízes foram 
avaliadas com relação ao índice de galhas. Nas amostras de solo, os gêneros 
Meloidogyne spp., Helicotylenchus spp., Rotylenchulus spp., Criconemoides spp., 
Pratylenchus spp. e Tylenchus spp.foram observados em uma porcentagem de 46,1; 
31,8; 11,8; 7,4; 6,4 e 3,6 %, respectivamente. As culturas amostradas apresentaram 
os seguintes índices médio de ga lhas: Abóbora (4,5), Alface (2,2), Berinjela (9,3), 
Beterraba (2,4), Brócolis (1,9), Cenoura (0,3), Coentro (2,6), Couve (0,3), Couve 
Flor (1,2), Espinafre (2,0), Feijão (2,8), Jiló (3,3), Maxixe (1,9), Pepino (3,0), 
Pimentão (3,3), Quiabo (2,3), Rúcula (0,7), Salsa (3,7) e Tomate (3,3). 


PALAVRAS-CHAVE: Meloidogyne spp., ocorrência, infectividade, olericultura. 
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1. INTRODUCTION 

Vegetable crops are an important source of food plenty in protein, vitamins, 
minerals and fiber. In 2018, Brazil accounted for approximately 3 million tons of 
vegetables freshness (FAOSTAT, 2020). However, despite its importance, vegetable 
production is affected by several pathogens, including plant-parasitic nematodes which 
represent an important limiting factor to these crops. Of particular importance are the 
root-knot nematodes Meloidogyne spp., followed by others such as the root-lesion 
nematodes Pratylenchus spp., stem and bulb nematode [Ditylenchus dipsaci (Kuhn) 
Filipjev], reniform nematode Rotylenchus reniformis Linford & Oliveira, dry rot of tubers 
[Scutellonema bradys (Steiner & LeHew) Andrassy] and the spiral nematode 
(Helicotylenchus dihystera (Cobb) Sher (PINHEIRO, 2017). 

The state of Minas Gerais is the second largest vegetable producer in Brazil. It 
has a planted area of around 120 thousand ha and an estimated production of 3.5 
million tons of more than 50 species of vegetables annually. It is believed that 
cultivation of vegetables in the state generates about 120 thousand direct and indirect 
jobs and that the gross value of production is of US$ 1 billion (EMATER, 2017). In the 
state of Minas Gerais, vegetables are mainly produced in the regions of the Triângulo 
Mineiro/Alto Paranaíba and municipalities in the metropolitan region of Belo Horizonte, 
while the northem of Minas Gerais stands out on the state horticultural map. In the 
municipality of Montes Claros, northern region of Minas Gerais, the green belt for 
vegetable production is located mainly in the counties of Planalto Rural, followed by 
Lagoinha and Nova Esperança, which are still expanding and targeting the domestic 
market. However, despite their economic importance, there is little information on 
current nematode prevalence in the vegetable farming areas within the state. Such 
information is required in order to implement adequate strategies for nematode 
management to reduce yield losses. In view of this, the objective of this work was to 
identify plant-parasitic nematodes associated with vegetable crops, focusing on the 
detection of Meloidogyne spp. in commercial planting areas located in the municipality 
of Montes Claros-MG, Brazil. 


2. MATERIAL AND METHODS 
The survey was carried out from April to September 2018, in 15 sites located in 
the Planalto Rural in the municipality of Montes Claros, Northern Minas Gerais, Brazil. 


The climate of the region is characterized as Aw-tropical savanna with dry winter and 
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rainy summer according to Kóppen classification (ALVARES et al., 2013). The survey 
included the following vegetable crops: squash (Cucurbita pepo L.), cucumber 
(Cucumis sativus L.), gherkin (Cucumis anguria L.) (Cucurbitaceae); lettuce (Lactuca 
sativa L.) (Asteraceae), beetroot (Beta vulgaris L.) (Chenopodiaceae), carrot (Daucus 
carota L.), coriander (Coriandrum sativum L.), parsley (Petroselinum crispum Hoff) 
(Apiaceae); cabagge (Brassica oleracea L. var. acephala DC.), cauliflower (Brassica 
oleracea var. botrytis L), broccoli (Brassica oleracea L. var. italica Plenk), arugula 
(Eruca sativa L.) (Brassicaceae), spinach (Spinacia oleracea L.) (Amaranthaceae), 
beans (Phaseolus vulgaris L.) (Fabaceae), okra (Abelmoschus esculentus L. Moench) 
(Malvaceae); eggplant (Solanum melogena L.), scarlet eggplant (Solanum gilo Raddi), 
pepper (Capsicum annuumL.), and tomato (Solanum lycopersicum L.) (Solanaceae). 

Following the systematic zigzag pattern, soil samples were collected in the root 
zone to a depth of 15 to 20 cm. For root sampling, three plants from each vegetable 
crop were removed from the soil, and a portion of the root system was detached. 
Approximately 60 g of soil and 10 g of roots were taken. Subsequently, the subsamples 
were mixed and composite samples of approximately 80g ofroots and 500 g of soil were 
packed in plastic bag, labeled and taken to laboratory for processing. 

Soil samples were also used for analyses of physical and chemical 
characteristics, according to EMBRAPA (1997). Moreover, in each area, sampling 
points were georeferenced and the data weresubmitted to Google Earth computational 
program, for spatial visualization of the infested and non-infested fields. 

Nematodes were extracted in triplicate 100 cmº of soil by the method of 
fluctuation-sieving-centrifugation (JENKINS, 1964). The soil was stirred in 600 ml of 
water for 60 s, left to rest for 20 s,then passed through a 325-mesh sieve. Then, the 
nematode suspensions were centrifuged at 141g for 5 min, and subsequently the 
supernatants were discarded, and their sediments were added with 1M sucrose 
solution for further centrifugation for 60 s. Nematodes from the supernatants were 
collected by a 325-mesh sieve and washed. After extraction, nematodes were counted 
on a Peters slide under light microscope. All nematodes were identified to the genus 
level (MAI and MULLIN, 1996; FERRAZ, 2016). 

In the laboratory, roots were carefully washed in order to observe symptoms of 
galls. Roots were visually assessed using a gall index (0-10): O = no galls on roots and 
10=all roots severely knotted; no root system; plant usually dead (BRIDGE and PAGE, 
1980). 
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3. RESULTS AND DISCUSSION 

Nematodes from the genus Meloidogyne spp. Helicotylenchus spp., 
Rotylenchulus spp., Pratylenchus spp., Tylenchus spp. and Criconemoides spp. were 
identified in soil samples. Of these plant-parasitic nematodes, Meloidogyne spp. was 
the most frequently genus, being observed in 82 % of the samples, followed by 
Helicotylenchus — 61 %, Rotylenchulus — 47 %, Tylenchus — 37 %, Pratylenchus — 
34 % and Criconemoides 7.4 Y. 

The high frequency of the genus Meloidogyne may be due to the high level of 
polyphagia, which facilitates its survival for successive cycles in planting areas. Our 
data are in accordance with Gonçalves (2014) and Oliveira (2016) who also observed 
high frequency of Meloidogyne spp. in vegetable crops in the states of São Paulo and 
Goiás, Brazil, respectively. Other genera such as Helicotylenchus, Rotylenchulus, 
Pratylenchus were also found by these authors. 

In this study gall index showed high variation among the evaluated crops. 
Eggplant, squash, parsley, scarlet eggplant, cucumber, pepper and tomato showed an 
average rating index of more than 3, indicative of susceptibility (Figure 1). Only 
cabbage, broccoli, cauliflower, snap bean, gherkin, okra and tomato showed 
symptomatic plants. However, in all cases, the number of symptomatic plants was 
higher, except for tomato where the number of plants with or without symptoms was 
equivalent (Figure 2). The severity of symptoms may be related to the spreading 
behavior of Meloidogyne spp. due to the proximity between plantations (Figure 3A). In 
addition, the uniformity and distribution of the nematode in the cultivation area 
associated with crop succession/rotation and management with biological control, 
partly explains the low gall index for some vegetables and the form of dissemination in 
the green belt region of the Planalto Rural. On the other hand, regarding the plant- 
parasitic nematodes observed in soil samples, Meloidogyne spp. showed the highest 
frequency (46 %) (Figure 3B), which can be attributed to the use of resistant cultivars 
by the growers. In fact, in tomato cultivation, producers have used the Woodstock and 
Volttomato rootstocks, which are resistant to M. incognita (races 1, 2, 3, 4) and M. 
javanica, which may explain a reduction in infectivity and expression of symptoms in 
tomato in just a few areas. However, the main cultivars used by producers for growing 
squash (cvs. Adele, Alícia and Corona), eggplant (cv. Nápoli), cucumber (cvs. Racer 
and Diplomata), pepper (cvs. Dahra, Nataly and Magali), tomato (cvs. Protheus and 
Compack), parsley (cv. Chácara), lettuce (cv. Vera), cauliflower (cvs. Juliana, Sharon, 
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Paloma and Sarah), broccoli (cvs. Hanapon and Logan) and coriander (cvs. Santo, 
Verdãoand Aztec) are all susceptible to Meloidogyne spp., which partly explains the 


high percentage of infection severity expressed by gall index. 


Figure 1: Mean index number of Meloidogyne spp. galls in vegetable crops sampled in the areas 
assessed. *Number of samples used to obtain the average. 
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Figure 2: Average number of vegetables sampled in 15 fields regarding the presence of Meloidogyne 
spp. symptom sin the root system. 
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Figure 3. Aerial view of the location (A) and frequency of nematodes (B) observed in soil samples 


á collected from 15 fields, located in Montes Claros, MG, Brazil. 
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The soil attributes, such as pH, soil organic matter, contents of phosphorus and 
calcium ranged from 6.0-7.0, 2.24-5.58 dag Kg! e 11.87-1080 mg dm? e 2.94-5.35 


cmolc dm?, respectively and soil texture ranged from sandy to sandy loam (Table 1). 
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According to Van Gundy (1985) Meloidogyne spp. survive, hatch and reproduce over 
a wide pH range, 4.0-8.0, and also these nematodes can occur on a wide range of soil 
types. Soil organic matter also can affect nematode population, however, nematode 
control efficacy is not always satisfactory (OKA, 2010). Regarding phosphorus its effect 
to control nematodes can vary according to the source used (FERRAZ et al., 2010). 
According to Zambolim and Ventura (2012) the application of superphosphates may 
enhance protein synthesis and the cellular activity in plant tissues, improving plant 
resistance to nematodes. On the other hand, calcium plays a role as an essential 
element for the plant growth and developmentand also in cross-linking acidic pectin 
residues in the cell wall; low Ca*? increases the permeabilityin the plasma membrane 
(HEPLER, 2005). 


Table 1. Chemical and Physical soil characteristics ff'om sampled areas infested with Meloidogyne 
spp. in 15 fields, located in Montes Claros, MG, Brazil. 















































er Les das SO SOM — |Phosphoru | Calcium 

Fields | POPUIA ions (100 cm“of soil) hexture pH (dag kg!) | |s(mg dm?) | (cmoledm?) 
1 706 SL 7 3.23 1080 4.2 
2 1478 Ss 6.4 2.78 1080 2.94 
3 129 SL 6.2 4.41 490 4 
4 520 Ss 7 3.39 460 3.5 
5 0 SL 7 4.06 510 5.35 
6 41 Ss 6 5.58 11.87 4.8 
7 234 SL 6.9 4.79 1080 5 
8 526 Ss Tá 4.06 540 3.8 
9 85 SL 6.7 2.50 860 3 
10 408 SL 6.5 3.71 840 4.26 
11 140 SL 6.6 3.23 1080 4.1 
12 1764 SL 6.3 2.37 480 3 
13 530 E) 6.6 2.64 580 3 
14 255 SL 6.8 3.39 460 3.43 
15 33 Ss 6.8 2.24 1020 4 


























SOM = soil organic matter; SL = Sandy loam; S = Sandy. 


Therefore, based on these soil characteristics it is not possible to explain the 
high Meloidogyne population densities in some of the sampled areas, once under field 
conditions it is difficult to separate the interacting effects of soil and environmental 
factors. In addition, the absence of crop rotation and the soil movement by farm 
equipment observed in the present study should have contribute to increase nematode 
population densities in the areas. Based on galls index, the vegetable crops eggplant, 
squash, parsley, scarlet eggplant, cucumber, pepper and tomato were the most 


affected by Meloidogyne spp. 
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RESUMO: O Brasil, como um país tropical em desenvolvimento, possui clima e 
situação socioeconômica favoráveis à ocorrência de doenças parasitárias. Nesse 
contexto, as hortaliças consumidas cruas têm especial importância para a saúde 
pública, porque podem conter cistos de protozoários, ovos e larvasde helmintos. Essas 
formas infectantes podem evoluir para enteroparasitoses, com risco de provocar 
quadros de diarreia, perda peso e colaborar para a subnutrição nas diferentes faixas 
etárias, e também levar ao atraso no desenvolvimento ponderal em crianças. Avaliou- 
se a frequência da contaminação por formas infectantes de enteroparasitas em 
amostras de alfaces (Lactuca sativa), comercializadas em hortas localizadas no 
espaço urbano de Uberaba-MG. No período de setembro de 2018 a Julho de 2020, 
analisaram-se 155 amostras de pés de alface através do método de sedimentação 
espontânea, utilizando Glicina 1M e Tween 80 a 0,1 % como líquidos extratores. 
Evidenciaram-se 131 (84,52 %) amostras contaminadas por alguma forma de 
protozoário ou verme intestinal. Os resultados corroboram com dados encontrados 
por outros autores no que tange a contaminação das amostras por matéria fecal 
humana ou de animais. Fica evidente a necessidade de controle sanitáriosobre as 
técnicas de produção e de informar os consumidores sobre a correta higienização dos 
vegetais consumidos crus. 


PALAVRAS-CHAVE: Verduras, Contaminação de Alimentos, Doenças parasitárias, 
Epidemiologia. 


ABSTRACT: Brazil, as a developing tropical country, has a favorable climate and 
socioeconomic situation for the occurrence of parasitic diseases. In this context, 
vegetables eaten raw are of particular importance for public health, as they may 
contain protozoan cysts, eggs and helminth larvae. These infectious forms can evolve 
into enteroparasitosis, with the risk of causing diarrhea, weight loss and contributing to 
malnutrition in different age groups, and also lead to delayed weight development in 
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children. The frequency of contamination by infectious forms of enteroparasites in 
samples of lettuce (Lactuca sativa), marketed in vegetable gardens located in the 
urban space of Uberaba-MG,was evaluated. In the period from September 2018 to 
July 2020, 155 samples of lettuce feet were analyzed using the spontaneous 
sedimentation method, using 1M Glycine and 0.1 % Tween 80 as extracting liquids. 
131 (84.52 %) samples were found to be contaminated by some form of protozoanor 
intestinal worm. The results corroborate data found by other authors regarding the 
contaminationof samples by human or animal fecal matter. There is a clear need for 
sanitary control over production techniques and informing consumers about the correct 
hygiene of vegetables eaten raw. 


KEYWORDS: Vegetables; Food Contamination; Parasitic Diseases, Epidemiology. 
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1. INTRODUÇÃO 

As parasitoses intestinais, quando em alta prevalência, configuram um 
importante problema de saúde pública, colaborando para a subnutrição e o atraso no 
desenvolvimento ponderal de crianças. Além disso, algumas espécies de parasitas 
intestinais podem causar diarreia e, em situações específicas, quadros graves que 
podem levar a morte (SILVA et cols., 1995). 

A infecção por enteroparasitos é evidenciada em países em desenvolvimento, 
os quais possuem níveis de saneamento básico reduzidos em relação aos países 
desenvolvidos (MESQUITA et cols., 1999) e a cadeia de transmissão envolve a 
ingestão de hortaliças cruas, manipuladas inadequadamente (SILVA et cols., 1995). 

Trabalhos de diversos autores, em diferentes países, demonstram um elevado 
índice de contaminação por formas infectantes de enteroparasitos em hortaliças 
consumidas cruas. 

Gregório et al. (2012) relataram altos índices de contaminação na alface normal 
(72,7 %) e no agrião (33,6 %), vendidas na zona leste de São Paulo. Em um estudo 
realizado em Lavras-MG, com avaliação parasitológica de 120 amostras de alface 
(Lactuca sativa), todas tinham algum tipo de contaminação, independente da 
natureza do estabelecimento em que eram comercializadas (sacolões, supermercado 
e feiras-livres). Em ordem decrescente, as formas parasitárias ou contaminantes 
mais frequentes foram: larvas de nematódeos (47,5 %), ovos de ácaros (41,7 %); 
ácaros (40,8 %); insetos (34,2 %); ovos de outros nematódeos (30,8 %); oocistos 
não esporulados (23,3 %); larvas de estrongilídeo (21,7 %); cistos de Entamoeba sp 
(5%) e ovos de Toxocara sp(1,7 %). Este último indica contaminação por fezes de 
cães e/ou gatos (GUIMARAES et al., 2003). Mesquita et al. (1999) avaliaram a 
contaminação por enteroparasitas em hortaliças consumidas cruas comercializadas 
nas cidades de Niterói e Rio de Janeiro. Foram estudadas 128 amostras de 
hortaliças, sendo elas alface (Lactuca sativa) e agrião (Nasturtium officinale), 
provenientes do comércio e de restaurantes. Do total de amostras, 96,1 % 
apresentavam algum tipode contaminação (ácaros, ovos de ácaros, insetos, larvas 
de nematóides e protozoários ciliados), sendo que 6,2% das amostras 
apresentaram presença de estruturas parasitárias com morfologia semelhante às 
de espécies parasitas de animais. 

Oliveira e Germano (1992) avaliaram hortaliças cruas comercializadas na 


região metropolitana de São Paulo, SP. As hortaliças examinadas, constituídas de 50 
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amostras de cada variedade, foram de: alface (Lactuca sativa), variedades lisa e 
crespa, escarola (Chichorium sp) e agrião (Nasturtium officinale). Os índices de 
contaminação do estudo variaram de 32 % para a alfacelisa a 66 % para o agrião. 

Outro estudo avaliou a contaminação por enteroparasitas em hortaliças 
comercializadas nos supermercados da cidade do Rio de Janeiro. Das 220 
amostras examinadas. 47 (21,4 %) encontravam-se contaminadas com ovos de 
helmintos e cistos de protozoários (SILVA et al., 1995). Atendo ao cenário 
internacional, em uma meta-análise sobre contaminação de vegetais por formas 
infectantes de enteroparasitas no Irã, a qual compreendeu publicações do período de 
1999 a 2010, a prevalência variou de 2 % a 77 % (ABDI et al., 2014). 

Eraky et al. (2014) analisaram vegetais comercializados no Egito. Do total de 
amostras analisadas, 29,6 % estavam contaminados, sendo que a alface apresentou 
maior frequência de contaminação, cujo parasita foi a Giarida sp. Essa prevalência foi 
significativamente maior no verão, sugerindo assim um comportamento sazonal. 
Achados semelhantes ao descrito acima,também foi relatado por Calvo et al. (2004) 
em um estudo feito na Costa Rica, onde embora todas as hortaliças apresentassem 
uma alta prevalência de coliformes, as hortaliças alface e coentro apresentaram uma 
contaminação significativamente maior na estação chuvosa. 

Nesse mesmo contexto, na Arábia Saudita, Ali et al. (2006), evidenciaram alta 
frequência de contaminação. Dos 5 tipos de vegetais examinados, o maior número de 
parasitas foi encontrado em cebolinha (28 %), e a menor em alho poró (13 %). A 
prevalência de parasitas em outros legumes foi de 25 % em rabanete e 17 % em cada 
tipo de alface e agrião. Ancylostoma duodenale e Entameba coli foram os 
contaminantes mais comuns detectados (19,04 %) seguido por Ascaris lumbricoides 
(15,8 %) e Blastocystis hominis (12,6 Y). 

Uma pesquisa realizada no Irã evidenciou a diferença estatisticamente 
significativa entre amostras lavadas e não lavadas, em que os ovos de helmintos foram 
encontrados em 21 (9,63 %), do total de 218 amostras dos vegetais não lavados e em 
nenhuma das amostras lavadas. Os ovos recuperados das amostras não lavadas 
foram identificados como os de Hymenoleis nana, Taenia spp., Trichuris trichiura, 
Ascaris lumbricoides, Trichostrongylus spp. e Dicrocoelium dendriticum. Cistos de 
protozoários foram encontrados em 13 (5,96 %) do total de 218 amostras não lavadas 
e em nenhuma das amostras lavadas. Os cistos foram identificados como os de 


Entamoeba coli, Entamoeba histolytica/ E. dispar, e Giardia lamblia. Não foi 


Artigo publicado na Revista Brazilian Journal of Development vol. 06 n.9 ISSN 2525-8761 36 


encontrada contaminação com larvasrabditóides em nenhuma das amostras lavadas 
de vegetais examinados no estudo, mas larvas rabditóides foram detectadas em 48 
(22,01 %) das 218 amostras não lavadas. (SHAHNAZI, M., & JAFARI-SABET, M,., 
2010). 

A contaminação das hortaliças pode ocorrer a partir do ambiente, como foi 
relatado por Andreis, Shuh e Tavares (2008), que demostraram a contaminação do 
solo em uma horta comunitária em Novo Hamburgo (RS). Também, Guerreiro 
Barrantes et cols. (2011) detectaram contaminação da água de irrigação em Lima 
(PER) e Amorós et cols. (2010), em Valência (ES) onde as fontes de irrigação 
estavam contaminadas por oocistos de Cryptosporidium sp e cistos de Giardia sp. 
Existem ainda outras formas de contaminação que incluem, além da contaminação do 
solo por uso de adubo orgânico com dejetos fecais, o contato das hortaliças com 
animais como aves,moscas e roedores, bem com a forma inadequada com que as 
hortaliças são manuseadas e transportadas (ROBERTSON; GJERDE; 2001). 

Coelho et al. (2001) avaliaram a presença de formas transmissíveis de 
enteroparasitas em água e em hortaliças consumidas cruas. A água apresentou índice 
de 0,7% de contaminação (Hymenolepis diminuta, Strongyloides stercoralis e 
ancilostomídeos), já a hortaliça in natura apresentou 3,9 % (Strongyloides stercoralis, 
Ancilostomídeos, Ascaris lumbricoides e Giardialamblia) e a hortaliça lavada 1,3 % 
(Strongyloides stercoralis, Ascaris lumbricoides e Giardia lamblia). 

Outro estudo conduzido por Guilherme et al. (1999) investigou as condições 
sanitárias de hortaliças consumidas cruas, que eram vendidas na Feira do Produtor 
de Maringá no estado do Paraná. Nesse estudo observou-se que 16,6 % das 144 
amostras de cinco diferentes hortaliças estavam contaminadas por enteroparasitas e 
os autores concluíram que a contaminação de hortaliçasse deu na fase de produção, 
sendo necessária uma campanha de esclarecimento aos produtores. 

Nas áreas urbanas de Ituiutaba (MG), Colombo et cols. (2018), evidenciaram 
que as hortaliças disponíveis ao consumidor nos sacolões, nas feiras livres e nas 
hortas do município apresentaram condições de acondicionamento e manipulação 
inadequados. Em um estudo realizado em Santa Catarina, por Soares e Cantos 
(2005), observou-se que as condições de cultivo e manipulação das hortaliças 
fornecidas aos “sacolões”, durante a produção, coleta, transporte e armazenamento, 
foram inferiores às daquelas comercializadas nos supermercados, apresentando uma 


alta frequência de parasitas intestinais na maioria das amostras analisadas. 
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A rotina da vida moderna tem levado a necessidade de comprar alimentos 
prontos, devido adificuldade de homens e mulheres trabalhadoras deslocarem-se até 
sua residência para produzir e/ouconsumir suas refeições em domicílio. A produção 
de alimentação coletiva seja em pequena ou grande escala passa então a ser uma 
necessidade para a população (ALVES et al., 2012). Entretanto, a contaminação de 
hortaliças por formas infectantes de parasitos de diferentes agentes infecciosos de 
transmissão fecal-oral assume uma dimensão maior na alimentação coletiva, uma vez 
que os vegetais contaminados serão consumidos, certamente, por um número maior 
de pessoas (PANZA e SPONHOLZ, 2008). 

Diante desse quadro, os enteroparasitos representam uma condicionante 
importante para o desenvolvimento de anemias carenciais e desnutrição proteico- 
calórica, além disso, são responsáveis também pelo atraso do desenvolvimento 
ponderal, e em alguns casos há parasitos capazes de provocar diarreias, podendo 
culminar na morte do hospedeiro (WHO, 2014; LIMA e COTRIN, 2004). 

Ponderando que eventos na cadeia de produção e distribuição das hortaliças 
podem interferir na contaminação do produto que chega ao consumidor final, propôs- 
se em avaliar a contaminação desses vegetais nos pontos de comercialização de 
massa que são as feiras livres e diretamente nas hortas situadas no perímetro urbano 
de Uberaba-MG. 


2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 AMOSTRAS 
Foram analisados 155 pés de alface (Lactuca sativa). Destas, 61 foram obtidas 
de 7 produtores com hortas situadas na área urbano de Uberaba (MG) que vendiam 
diretamente ao consumidor e compuseram o Grupo 1 (G1). Já o Grupo 2 (G2) foi 
composto por 94 amostras obtidasna maior feira livre da cidade, oriundas de 11 
produtores com hortas na zona rural do mesmo município. As amostras foram 
selecionadas pelos próprios feirantes (G1) e pelos produtores nas hortas da área 
urbana (G2), em diferentes estações do ano e guardadas na embalagem original, a 
4ºC, até o momento de serem processadas. 
2.2 ANÁLISE DAS HORTALIÇAS 
Aproximadamente 30g de folhas rasuradas de alface foram colocadas em saco 
plástico de primeiro uso, ao qual foram adicionados 300mL de Glicina 1M e agitadas 
vigorosamente por 3 minutos. Após, o líquido de lavagem foi coado em peneira de 
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malha de fmm, direto para um cálice de exame coprológico, deixando-se decantar por 
24h. Terminada a sedimentação, o sobrenadante foi removido com pipeta, deixando 
um resíduo de 10mL que foi transferido para um tubo de centrifugação com 
capacidade para 1ômL. O cálice foi lavado com ô5mL de água destilada que também 
foi acrescido ao mesmo tubo que foi centrifugado a 1120g por 5 minutos a temperatura 
ambiente. Descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi homogeneizado com pipeta 
Pasteur. Foram confeccionadas 3 lâminas com o sedimento, coradas pelo Lugol, que 
foram observadas ao microscópio ótico com aumento de 10x e 40x, para a 
identificação de formas evolutivas de enteroparasitas. 

O mesmo procedimento foi realizado usando solução de Tween 80 a 0,1 % 


como líquido extrator 


3. RESULTADOS 

Dos 155 pés de alfaces (Lactuca sativa) analisados, 131 (84,52 %) estavam 
contaminados por alguma forma de protozoário ou verme intestinal, dentre essas 
amostras positivas, em 60 (38,71 %) havia contaminação por apenas uma espécie de 
verme ou protozoário, enquanto em 71 (45,81 %) mais de uma espécie foi encontrada. 
Em 24 amostras (15,48 %) não foram evidenciadas formas contaminantes. 

A distribuição da frequência de contaminação nas alfaces está apresentada na 


Figura 1. 


Figura 1: Frequência de contaminação por formas de vermes e protozários em amostras Lactuca 
sativa cultivadas em área rural e hortas urbanas. Uberaba, 2020. 
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Fonte: Os Autores. 
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Dentre os mais prevalentes protozoários ou vermes intestinais destacam-se os 
cistos de Entamoeba coli (37,34 %), seguido das larvas de Strongyloides sp 
(18,45 %), larvas de Ancilostomídeos (18,03 %), Endolimax nana (9,44 %), Giardia sp 
(6,44 %) Toxocara sp (4,72%) Entamoeba hartmanni (2,15%), ovo de 
Ancilostomídeo (1,29 %), ovo de Ascaris lumbricoides (0,86 %), Trichuris trichiura 
(0,86 %), e por fim /sospora sp apresentou (0,43 %) de prevalência. Como pode ser 


visto na Figura 2 e Tabela 1. 


Figura 2: Frequência de formas de vermes e protozoários contaminantes nas amostras de alface 
positivas de rurais e urbanas. Uberaba-MG, 2020. 
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Fonte: Os Autores. 


A prevalência de contaminação, as alfaces comercializadas em hortas 
comercias na área urbana (G2), apresentaram 86,88 % de contaminação, sendo que 
as comercializadas em feiras livres (G1) originárias da área rural apresentaram 
82,97 % de contaminação. Não houve, portanto, diferença na frequência de 
contaminação nas alfaces obtidas dessas fontes. 

Ademais, no grupo G2 houve uma prevalência de contaminação por 
Entamoeba coli (47,92 %) seguido das larvas de Ancilostomídeos (20,83 %), larvas 
de Strongyloides sp (15,63%), Endolimax nana (6,25 %), Giardia sp (5,21 %), 
Toxocara sp (3,13 %) e Trichuris trichiura apresentaram (1,04 %) de prevalência., 


como pode ser visto no gráfico abaixo (Figura 3). 
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Figura 3 — Gráfico de colunas formas parasitárias por valores em % de amostras positivas, em 
ambiente urbano, no município de Uberaba-MG, 2020. 
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Fonte: Os Autores. 


Já no G1, dentre os mais prevalentes protozoários ou vermes intestinais 
destacam-se os cistos de Entamoeba coli (43,61 %), seguido das larvas de 
Strongyloides sp (29,78 %), larvas de Ancilostomídeos (23,40 %), Endolimax nana 
(17,02 %), Giardia sp (10,63 %), Toxocara sp (8,51 Y%), Entamoeba hartmanni 
(5,31%), ovo de Ancilostomídeo (3,19 Y%), ovo de Ascaris lumbricoides (2,12 %), e por 
fim Isospora sp e Trichuris trichiura apresentaram (1,06 %) de prevalência. Como 


pode ser visto na Figura 4. 
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Figura 4 — Frequência das formas de vermes e protozoários encontradas nas amostras positivas 
de Lactuca sativa cultivadas em área rural no município de Uberaba-MG, 2020. 
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Fonte: Os Autores. 


A policontaminação esteve presente em ambos os estudos, sendo no G1 em 
48,93 % e no 6240,98 %. 

Acerca da frequência de contaminação das amostras positivas de acordo com 
as estações do ano pode-se evidenciar que no ambiente rural durante o inverno foram 
23 amostras positivas, primavera 18, verão 17 e outono 20 amostras positivadas. 
Como pode ser visto na Figura 5. 
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Figura 5 — Gráfico de colunas sazonalidade da contaminação parasitária em alfaces Lactuta Sativa - 
área rural. Uberaba-MG, 2020. 
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Fonte: Os Autores. 


Já avaliando a sazonalidade do total de amostras, pode-se evidenciar que 
durante o inverno foram 29 amostras positivas, primavera 40, verão 42 e outono 20 


amostras positivadas. Como podeser visto na Figura 6. 
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Figura 6: Variação sazonal da contaminação por formas de vermes e protozoários em alfaces 
Lactuta Sativa - total de amostras. Uberaba-MG, 2020. 
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Fonte: Os Autores. 


4. DISCUSSÃO 

Os altos índices de contaminação apresentados por este estudo corrobora para 
a hipótese de uma elevada utilização de técnicas inadequadas de adubação, irrigação 
da plantação com fonte contaminada ou ainda o armazenamento, transporte e 
manipulação das hortaliças sem métodos sanitários básicos, também explicitada nos 
trabalhos de Yusof et al. (2017), Guerrero Barrantes et al. (2011), Robertson e Gjerde 
(2001), Silva et al. (2005) e Jung et al. (2014). 

Em estudos semelhantes realizado por Silva e Gontijo (2012), Alves, Cunha 
Neto e Rossignoli (2013), Mesquita et al. (1999) foi evidenciado um elevado número 
de contaminação em alfaces, sendo assim concordante com o presente trabalho. 
Nesses estudos, do total de amostras, 60 % estavam contaminadas (SILVA; 
GONTIJO, 2012), 63% estavam contaminadas (ALVES; CUNHA NETO E 
ROSSIGNOLI 2013) e 96,1 % estavam contaminadas (MESQUITA et al., 1999) 
respectivamente. 

Nesse contexto, a alta prevalência de contaminação está relacionada com o 
fato da hortaliça apresentar múltiplas folhas, tendo assim uma superfície de contato 
grande, propiciando a fixação das formas parasitárias. Ademais, o contato dessa 
hortaliça com o solo por um período maior de tempo, devido à forma de cultivo, 
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propicia uma maior chance de contaminação (BEKELE et al., 2017). 

Com os dados supracitados acerca do presente trabalho é evidente a 
correlação com a literatura, a qual confirma que a presença de parasitas intestinais 
são um grave problema de saúde pública no Brasil, como descreve Neres et al. (2011), 
Gregório et al. (2012) e Vieira et al. (2013). 

Diferentemente do observado nos estudos de Guimarães et al.(2003); Colombo 
et al. (2018) e Neres et al. (2011), este não apresentou 100 % de contaminação dos 
pés de alface analisados, podendo ser uma variante da localidade ou ainda a 
dificuldade de distinção e visualização das formasdos enteroparasitas à microscopia 
de luz. 

Neste estudo, encontrou-se maior prevalência de amostras policontaminadas 
que na investigação de Vollkopf et al. (2006), que entre 54 amostras positivas 
encontram apenas 15 (27,7 %) contaminadas por mais de uma espécie. 

A policontaminação indica que há uma contaminação importante por materiais 
fecaishumanos. A presença de protozoários comensais, como a E. coli, ainda que 
isoladamente também denotam esse tipo de contaminação (COLOMBO ef cols., 
2018). Ademais, em estudo realizado em São Mateus (ES) foi relatado a presença de 
larvas de Strongyloides spp (4 %) e ovos de Ascaris spp. (9 %), Ancylostoma spp 
(4%), Trichuris spp (5%) e Taenia spp (4%) também como indícios de 
contaminações fecais de origem humana e/ou animal (BELINELO et cols., 2009). 

Em adição, nos estudos de Mohamed et al. 2016, Guimarães et al. (2003) e 
Belinelo et al. (2009), Dubna et al. (2007) foi encontrado estruturas parasitárias com 
morfologia semelhante à de espécies parasitas de animais, também visto no presente 
estudo no que diz respeito à presença de ovos de Toxocara sp. (3,13 %), o que sugere 
e reafirma fortemente a presença de contaminação porfezes e cães e/ou gatos. 
Assim, é indicado que estes animais sejam vermifugados de maneira periódica 
com o objetivo de diminuir a possível contaminação do solo (GAWOR; BORECKA, 
2017). 

Existe discordância na literatura sobre quais enteroparasitas são os mais 
frequentes, ratificando que diferentes localidades apresentam diferentes distribuições 
epidemiológicas. Diferença essa exemplificada pela análise parasitológica feita nas 
alfaces e almeirões, por Nomura et al. (2015) em Londrina, na qual houve 
predominância de cistos de Endolimax nana em 100 % das amostras, seguidos de 


87,5 % com larvas de Ancilostomídeos, 87,5 % com cistos de Balantidium coli, 87,5 % 
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com Entamoeba histolytica, 75 Y% com larvas de Strongyloides stercoralis e 62,5 % de 
Entamoeba coli nas alfaces e 50 % nos almeirões. Com menor ocorrência, foram 
identifcados os ovos de Ascaris spp. em 25 % nas alfaces. Portanto, na pesquisa de 
Nomura ocorreu predomínio de E.nanax, larvas de Ancilostomídeos, Balantidium coli 
e Entamoeba histolytica. 

A distribuição da contaminação pelos diferentes vermes e protozoários, 
mostrou maior diversidade de espécies contaminantes no G1 (zona rural) quando 
comparado à área urbana (G2). Isso provavelmente se deve, como foi explicitado na 
pesquisa de Soares et al. (2005), a que muitos agricultores que fornecem hortaliças 
para os “sacolões” utilizam o esterco de boi para adubar a terrae água de rio, 
provavelmente contaminada, para irrigar a plantação de hortaliças, e não realizavam 
a lavagem pós-coleta. O estudo realizado por esses autores apresentou frequências 
semelhantes a este, com a Entamoeba spp. liderando a prevalência (76 %). Ademais 
em contrapartida denotaram uma ocorrência importante de ovos de Toxocara sp nas 
amostras de rúculas (5,2 %). A presença dos ovos deste parasita nas hortaliças está 
diretamente ligada à presença de cães ou gatos parasitados, afirmam os mesmos 
autores. 

A variedade de tipos de alface existentes para consumo no mercado reflete em 
diferentes padrões de contaminação. O estudo feito por Traviezo-Valles et al. (2004), 
exemplifica essa variação, uma vez que na alface romana houve uma maior 
diversidade de contaminação que na alface americana. Porém, ao analisarem a 
abundância, foi maior na alface americana. Os autores afirmam que essa certa 
contradição é explicada pelo fato de que, em seu estudo, a abundância ocorreu às 
custas de larvas filariformes e rabditoides de S. stercoralis e ancilostomídeos, os quais 
possuem maior mobilidade e que o geotropismo negativo das larvas também colabora 
para a frequência desses parasitas. 

Interessante salientar que as amostras colhidas para o estudo não 
apresentavam qualquer tipode pré-higienização, obtendo como exposto acima uma 
contaminação total de aproximadamente (G2) 86,88% e (G1) 82,97%. Em 
contrapartida, de 30 amostras colhidas de um self-service na cidade de Niterói-RJ, 25 
delas foram negativas por ambos os métodos parasitológicos (Faust et colse Lutz). 
Isso implica que um certo processamento das folhosas já reduzem a taxa de 
contaminação, mas ainda foi concluído pelas autoras que havia uma baixa qualidade 


higiênico-sanitária durante o preparo para o consumo das hortaliças nos restaurantes 
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self-service estudados (PAULA ef cols., 2003). 

Acerca desse processamento, no que diz respeito a higienização das folhosas, 
no estudo dirigido por Avcioglu et cols. (2011) na Turquia, analisou-se o efeito da 
lavagem dos vegetais, incluindo a Lactuta sativa, comparando vegetais higienizados 
com os não higienizados. O resultado foi que, de 199 amostras de vegetais não 
higienizados foram encontradas formas de enteroparasitasem 6 (3,0 %), não sendo 
encontrada contaminação em nenhuma das outras 199 amostras que foram lavadas. 
Esses dados confirmam que os procedimentos de lavagem antes do consumo de 
vegetais crus, independentemente do saneamento dos fornecedores, devem ser 
realizados para evitar a transmissão de helmintos. No entanto, a fonte de água para 
lavagem do vegetais é muito importante. O uso exclusivo da água da torneira na 
lavagem dos vegetais é ineficaz na remoção dos enteroparasitos (AL-BINALI, ALI M. 
et cols., 2006), mesmo porque a água não filtrada é fonte de infecção por parasitas 
intestinais. 

A diferença entre a frequência e sazonalidade da prevalência de amostras 
positivas é justificada pela hipótese criada nesse estudo com o decorrer dele inter- 
relacionando com a climáticalocal. Isto é, como descrito por (MEDEIROS et cols., 
2019) a sazonalidade influencia principalmente na contaminação parasitária mista, 
que é detectada prioritariamente no período chuvoso, primavera e verão, sugerindo 
que os índices pluviométricos podem influenciar no aumentodo número de espécies 


de parasitos que potencialmente podem afetar a população. 


5. CONCLUSÕES 

O presente estudo evidenciou uma elevada prevalência de contaminação em 
amostras de alface analisadas por enteroparasitas com potencial patogênico, 
excetuando Entamoeba coli. Destafeita, ficou evidenciado que há uma precariedade 
ou falta de higiene na cadeia produtora urbana. 

Sendo assim, é fundamental adotar medidas profiláticas como a melhoria da 
qualidade da água que é usada para irrigação, lavagem adequada das hortaliças 
antes da distribuição e consumo, vermifugação de animais contactantes e 
investimento em saneamento básico. 

Ademais, mostra-se de suma importância a promoção e prevenção em saúde 
com o objetivo de informar, orientar e educar a população a cerca da cadeia de 


produção, venda e consumo, no quetange a difusão de técnicas domésticas de 
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higienização correta dos vegetais consumidos crus, de modo a contribuir com a 


redução da contaminação de enteroparasitas. 
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RESUMO: Com este estudo objetivou analisar as condições físicas (das construções, 
instalações, maquinário, equipamentos e utensílios) e os processos de trabalho de 
uma sala de abate que possam gerar riscos à saúde do trabalhador de um abatedouro 
de bovinos. Foi baseado na análise dos processos de trabalho e dos aspectos físico- 
-ambientais da sala de abate de um matadouro de bovinos. Utilizou-se um instrumento 
de coleta de informações baseado nas legislações, considerando biossegurança. 
Observou-se que dos 26 pontos levantados sob os aspectos físico-ambientais da sala 
de abate apenas 1 não esta em conformidade, sendo assim foi identificado não 
conformidade que geram risco. Em suma, a empresa avaliada emprega um conjunto 
de ações preventivas de segurança, de ordem coletiva e individual que objetivam a 
proteção dos trabalhadores, possuem ainda relatórios das avaliações ambientais, 
suas instalações são providas de sistemas de ventilação e compartimentação, há 
equipamentos de proteção individual e coletiva para todos além de farta sinalização 
vertical e horizontal para facilitar a compreensão dos trabalhadores em todo o 
processo produtivo. 


PALAVRAS-CHAVE: Bovinos, indústria do abate, NBR's, produção animal, segurança 
do trabalho. 


ABSTRACT: This study aimed to analyze the physical conditions (of buildings, 
installations, machinery, equipment and utensils) and the work processes of a 
Slaughter room that may generate risks tothe health of a cattle slaughterhouse worker. 
ltwas based on the analysis of the work processesand the physical and environmental 
aspects of the slaughter room of a cattle slaughterhouse. An information collection 
instrument based on legislation was used, considering biosafety. ltwas observed that 
of the 26 points raised under the physical and environmental aspects of theslaughter 
room, only 1 is notin conformity, thus it was identified non-conformity that generaterisk. 
In short, the evaluated company employs a set of preventive safety actions, of a 
collective and individual order that aim to protect workers, also have reports of 
environmental assessments, its facilities are provided with ventilation and 
compartmentalization systems, there is individual protection equipment and collective 
for all, in addition to abundant vertical and horizontal signage to facilitate the 
understanding of workers throughout the production process 


KEYWORDS: Cattle, slaughter industry, NBR's, animal production, work safety. 
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1. INTRODUÇÃO 

A pecuária bovina está entre as principais atividades econômicas do Brasil, que 
vem despontando como um dos maiores produtores mundiais de carne bovina. 
Segundo o IBGE (2018), foram abatidas 7,72 milhões de cabeças de bovinos sob 
algum tipo de serviço de inspeção sanitária. O peso médio das carcaças de boi foi de 
282,0 kg, onde apenas no 1º trimestre de 2018 o abate de 323,46 mil cabeças de 
bovinos a mais que no mesmo período de 2017. 

Para cumprir as exigências impostas pelo mercado externo é necessária a 
estruturação de toda a cadeia de carne bovina. As indústrias exportadoras investem 
intensivamente em qualidade para atender as diretivas de medidas sanitárias e 
garantir a segurança do alimento (MARRA et al., 2017). Os Abatedouros Frigoríficos 
são destinados ao abate dos animaisprodutores de carne, à recepção, à manipulação, 
ao acondicionamento, à rotulagem, à armazenagem e à expedição dos produtos 
oriundos do abate, dotado de instalações de frio industrial, podendo realizar o 
recebimento, a manipulação, a industrialização, o acondicionamento, a rotulagem, a 
armazenagem e a expedição de produtos comestíveis e não comestíveis. Os 
frigoríficos possuem uma relação íntima com os agentes de risco e o primeiro deles é 
o ritmo intenso. Trabalhadores em frigoríficos cnegam a realizar até 90 movimentos 
por minuto, sendo que o aceitável seria em torno de 30 movimento por minuto. 

Os matadouros possuem geralmente uma forma de organização de trabalho 
composta por linhas de produção, em que se utilizam máquinas, equipamentos e 
dispositivos de corte, oque representam risco ocupacional considerável. As tarefas 
exigem continuamente habilidade manual e atenção com repetitividade de 
movimentos devido ao ritmo constante e acelerado. Assim, essas atividades devem 
ser realizadas com o uso de equipamentos de proteção individual (EPI). A relevância 
desses riscos induziu a publicação, pelo Ministério do Trabalhoe Emprego (MTE), da 
Norma Regulamentadora (NR) 36. 

Avaliação dos riscos ambientais na sala de abate de um matadouro de bovinos 
especificamente da segurança e saúde no trabalho em empresas de abate e 
processamento de carnes e derivados (BRASIL, 2013). A NR36 estabelece requisitos 
mínimos para a avaliação, controle e monitoramento dos riscos ambientais. Ao 
considerar a importância dos riscos para o planejamento de medidas preventivas a fim 
de prevenir a exposição aos agentes perigosos àsaúde, presentes no ambiente, 


minimizando a probabilidade de contaminação, acidentes e doenças ocupacionais de 
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trabalhadores de abatedouros; este estudo objetivou analisar as condições físicas 
(das construções, instalações, maquinário, equipamentos e utensílios) e os processos 
de trabalho de uma sala de abate que possam gerar riscos à saúde do trabalhador de 


um abatedouro de bovinos. 


2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 LOCAL DO ESTUDO 

O estudo foi desenvolvido no município de Santa Rita que está localizado na 
Microrregião Santa Rita e na Mesorregião Mata Paraibana do Estado da Paraíba. 
Segundo o IBGE (2018), sua área é de 728,113 km? representando 1.2873 % do 
Estado, 0.0467 Y% da Região e 0.0086 % de todo o território brasileiro. 

Para o estudo de caso foi escolhido à empresa HONORATO & ARAUJO LTDA 
— EPP, tendo por nome fantasia ABATEDOURO DOIS IRMÃOS, CNPJ nº 
01.179.091/0001-37. A sede está localizada as margens da RODOVIA PB-004, na 
altura do KM 02, s/nº, Santa Rita — PB, CEP: 58.302-515. Esse município foi escolhido 
por ter um estabelecimento de menor porte, ou seja, que abate até 100 cabeças de 
gado diariamente. De acordo com o IBGE no primeiro trimestre de 2018, esse tipo de 
abatedouro representou 80,4 % do total de abatedouros do País, sendo responsáveis 
por 17,6 % dos bovinos abatidos. Por outro lado, os estabelecimentos de maior porte, 
que abateram mais de 100 cabeças por dia, foram responsáveis por 82,4 % do total 
de animais abatidos, apesar de constituírem apenas 19,7% do total de 
estabelecimentos. 

2.2 ESTUDO DE CASO 

É um estudo descritivo qualitativo, caracterizado quanto à natureza como não 
experimental, baseado na observação direta dos postos, processos de trabalho e 
aspectos físico-ambientais da sala de abate, de um matadouro de bovinos. 

Para o levantamento e identificação dos riscos, em cada etapa da linha de 
abate, foi elaborado e aplicado um roteiro de observação composto por itens 
considerados obrigatórios, referentes aos seguintes fatores: postos e processos de 
trabalho, avaliação ambiental e riscos ocupacionais. A análise dos resultados foi feita 
a partir dos princípios da biossegurança e das legislações relacionadas à inspeção 
industrial e sanitária dos estabelecimentos de produtos de origem animal e nas NR nº 
5, 7,9, 15,17 e 36, do TEM (MARRA et al., 2017). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O abatedouro estudado abate somente bovinos, e tem uma capacidade de 
abate diária de 100 cabeças. Possui uma população trabalhadora composta de 99 
trabalhadores, que estão distribuídos pelos seguintes setores: atordoamento dos 
animais, sala de abate (sangria, esfola e remoção da cabeça, separação e limpeza de 
Órgãos e vísceras, corte da carcaça), cortes e desossa, área de cozimento e 
embalagens, caldeira, tratamento de água e esgoto. Todos os trabalhadores são 
contratados pelo regime trabalhista celetista, cumprindo as NR relativas à Segurança 
e Medicina do Trabalho, estabelecidas a partir de 1978 pelo MTE. 

A sala de abate é um dos locais de maior risco para os trabalhadores. Os animais 
chegam insensibilizados, são sangrados, coureados, as vísceras são retiradas e são 
feitos os cortes das meias carcaças. Cada parte tem um destino final diferente: 
graxaria, triparia, seção de miúdos cortume e câmara fria. As etapas do processo de 
trabalho executado na sala de abate demonstram a complexidade existente. Os 
operários se distribuem em diversos posicionamentos e funções dentro da sala de 
abate, desde a condução os animais até a seção de cortes, divisão e subdivisão das 
carcaças. Alguns trabalham em plataformas, outros no chão,ao longo da linha de 
abate. A figura 1 apresenta estas etapas e o Quadro 1 os riscos aos quais os 
trabalhadores estão sujeitos e que podem gerar problemas de saúde de caráter físico 


e psíquico. 
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Figura 1. Etapas do processo produtivo. 


Fonte: Os Autores. 




















Esses riscos devem ser analisados sob múltiplos aspectos, dentre os quais, 
destacam-se: natureza e o tempo de exposição ao risco, intensidade, organização 
temporal da atividade, duração do ciclo de trabalho e distribuição das pausas. 


Quadro 1. Análise do processo de produtivo, riscos e seus esforços associados. 











Etapas Riscos e esforços associados 
Recepção e condução | Reação animal (coice, chifrada, cabeçada), esforço físico 
dos animais intenso, contato com fezes e urina. 
Insensibilização com . ; 
S Processo automatizado, ruído. 


pistola pneumática 





Contato com sangue, inalação de aerossóis, monotonia, 

Sangria aplicação de força, queda do animal, manipulação de material 
perfuro cortante, piso escorregadio. 

Contato com sangue, inalação de aerossóis, manipulação 


Esfola (remoção de : 
( á de material perfuro cortante, temperatura e umidade 
couro, cabeça e cascos) 
excessivas,piso escorregadio. 





Contato com sangue e fluidos corporais, queda de peças dos 
: animais (órgãos) inalação de aerossóis, manipulação de 
EmsCeração material perfuro cortante, temperatura e umidade excessivas, 
piso escorregadio, postura inadequada. 
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Manipulação de motosserra, esforço intenso anatômico e/ou 
Corte da carcaça Funcional das articulações, posições extremas, piso 
escorregadio, eletricidade, vibrações e ruído. 
Manipulação de faca, aplicação de força, umidade excessiva, 
baixa temperatura, piso escorregadio. 





Cortes e desossa 


Baixa temperatura, piso escorregadio maximizando a 
probabilidade de ocorrência referente a acidentes por queda. 
Expedição Acidentes (impactos, colisões e perfurações) 

Fonte: Os Autores. 


Refrigeração 

















Na NR 15 foram estabelecidos os limites de tolerância baseado nos aspectos 
descritos. As atividades que por sua natureza, condições ou métodos de trabalho 
exponham os trabalhadores aos agentes de risco, acima dos limites de tolerância 
estabelecidos, são consideradas atividades ou operações insalubres (BRASIL, 2011). 
Os trabalhadores abatem animais por meio da sangria, retiram pele e vísceras, 
separam cabeças, órgãos e tecidos. Tratam vísceras limpando e escaldando. 
Preparam carnes para comercialização desossando, cortando, identificando tipos, 
marcando, fatiando e pesando. Realizam tratamentos especiais em carnes, salgando, 
secando, prensando e adicionando conservantes. Acondicionam as carnes em 
embalagens individuais, manualmente ou com o auxílio de máquinas de embalagem 
a vácuo. Seus recursos de trabalho são: balança, câmaras frias, equipamentos de 
segurança, diversos tipos de facas, gancho, serras elétricas, entre outros. 

O ritmo de trabalho na sala de abate é intenso e todas as atividades são 
executadas comrapidez devido à velocidade das esteiras, que é estabelecida pelas 
metas rígidas de produção, exige do trabalhador rapidez, força legalidade; além de 
muita atenção devido à utilização constante de instrumentos como serras, facas, 
chaira para afiar as facas, pistola pneumática e os fragmentos ósseos 
(VASCONCELOS; PIGNATTI; PIGNATI, 2009; MARRA et al., 2017). De acordo com 
Vasconcellos, Pignatti e Pignati (2009) a faca é responsável por 43,3 % dos acidentes 
de trabalho registrados entre trabalhadores de matadouros. Apontam ainda para a 
colocação do setor na segunda posição em notificação de acidentes de trabalho, 
registrados pelas Comunicações de Acidentes de Trabalho, representando 10 % dos 
acidentes no período de 2000 a 2005. 

Observou-se que dos 26 pontos levantados sob os aspectos físico-ambientais 


da sala de abate apenas 1 não esta em conformidade, sendo assim foi identificado não 
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conformidade que geram risco (Tabela 1). 


Tabela 1. Visualização se os aspectos físicos e ambientais da indústria utilizada no estudo de caso 


estão ou não em conformidade. 





Aspecto observado 
Está construído no centro do terreno e afastado dos limites das vias 


Conformidade? 
























































públicas? Rm 
Possui currais, bretes, Convenientemente pavimentados 
ou impermeabilizados, Providos de bebedouros e . 
comedouros, demais instalações para recebimento, estacionamento e Eus 
circulação de animais? 
Há luz natural e artificial abundantes? Sim 
As paredes e separações dos ambientes revestidos ou impermeabilizados? Sim 
As escadas são construídas de concreto armado, alvenaria ou metal, sim 
provida de corrimão? 
O aparelhamento mecânico oferece garantia de segurança, resistência e ao 
estabilidade? 
Possui mesas de aço inoxidável para os trabalhos de manipulação e preparo sim 
de matérias-primas e produtos comestíveis? 
Possui sistema de tratamento de efluentes? Sim 
Possui um local destinado à rouparia, vestiários, banheiros e demais sim 
dependências necessárias, em número proporcional ao pessoal? 
Possui pátios e ruas pavimentados? Sim 
Possui o selo do Serviço de Inspeção Estadual? Sim 
Possui Licenciamento Ambiental de Operação emitida pelo órgão sim 
Estadual? 
Possui Responsável Técnico registrado no CRMV-PB? Sim 
Possui Alvará de Funcionamento da Vigilância Sanitária emitida pelo Sim 
órgão competente? 
Possui grupo gerador de 500 Kva Diesel capaz de suprir faltas eventuais sim 
de energia? 
Ruído excessivo? Não 
O abatedouro possui área suficiente para ampliação e construção outro sim 
edifício e demais dependências? 
Os Pisos são impermeabilizados? Sim 
Possui sala de abate separada fisicamente das demais dependências, Sim 
como triparia, desossa? 
A área total do abatedouro de foi calculada conforme a capacidade de abate sim 
diária? 
Possui manual de boas práticas? Sim 
Possui algum tipo de barreira sanitária (Lavador de botas - Lavador de sim 


mãos)? 
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Há equipamentos de proteção individual e coletiva suficientes para os 














Sim 
colaboradores? 
Possui sistema de proteção e combate a incêndio? Sim 
Possui Sistema de proteção contra descargas atmosféricas? Sim 
Possui Programa de Prevenção de Riscos Ambientais? Sim 





Fonte: Adaptado Marra et al. (2017). 


O abatedouro esta construído no centro do terreno e afastado das vias públicas 


no mínimo 5 m de acordo com Brasil (1952) (Figura 2). 


Figura 2: Localização do Abatedou Honorato. 
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Fonte: Google Earth, 2019. 


As escadas, equipamentos mecânicos e guindastes analisados também foram 
considerados adequados quanto às condições de resistência, solidez, estabilidade e 
segurança. O Regulamento da Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de Origem 
Animal (Riispoa) determina que os estrados utilizados para adequação do plano de 
trabalho ao trabalhador, nas atividades realizadas em pé, devem ter dimensões, 
profundidade, largura e altura que permitamuma movimentação segura. As escadas, 
passarelas, plataformas e rampas devem ter uma largura útil mínima de 0,60 cm. As 
escadas devem ter uma profundidade mínima de 0,15 cm (BRASIL, 1952). 

Possui currais, bretes, convenientemente pavimentados ou impermeabilizados, 
Providos de bebedouros e comedouros, demais instalações para recebimento, 


estacionamento e circulação de animais em conformidade. A luz natural e artificial 
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em conformidade não prejudicando nas atividades realizadas pelos trabalhadores. O 
Riispoa determina que os locais de trabalho devam possuir sistema de iluminação 
permanente, que possibilite boa visibilidade dos detalhes do trabalho, para evitar 
zonas de sombra ou de penumbra e efeito estroboscópico (BRASIL, 1952). A NR17 
define os níveis mínimos de iluminamento a serem observados nos locais de trabalho 
(Brasil, 2007). O valor de iluminância estabelecida na NBR 5413 é de 500 lux nas 
mesas de processamento de carnes (ABNT, 1992). Já Marra et al. (2017) avaliando 
um matadouro de bovinos no Rio de Janeiro observaram que a iluminação do mesmo 
não seguias recomendações da ABNT (1992). 

Os pisos não eram escorregadios, nas áreas de evisceração, resfriamento e 
cortes. Sendo esse um ponto importante, pois, devido aos grandes volumes de 
líquidos produzidos pelo processo de trabalho, geram, além de elevada umidade 
relativa, a possibilidade de acidentes com quedas em nível e de nível (de plataformas 
com alturas superiores a 2 metros). As plataformas móveis eram estáveis, para não 
permitir a movimentação ou tombamento durante o trabalho. As passarelas, 
plataformas, rampas e escadas devem propiciar condições seguras de trabalho, 
circulação, movimentação e manuseio de materiais. Devem ser adequadas às 
características da atividade, para facilitar a tarefa, com segurança, sem uso excessivo 
de força e sem a exigência de posturas extremas ou nocivas de trabalho. 

Os equipamentos mecânicos e guindastes fazem parte os componentes que 
compõem o ambiente físico imediato ao trabalho em matadouros, no qual os 
trabalhadores desenvolvem suas atividades. Cada componente deve ter adequação 
ergonômica, porém, para tanto, é necessário apresentar ainda um bom arranjo de seus 
componentes, adaptar-se às características anatômicas e fisiológicas do trabalhador 
e uma correta distribuição espacial, sendo observadaessa conformidade durante o 
estudo. Os problemas musculo esqueléticos são as doenças ocupacionais mais 
frequentes entre os profissionais de matadouros (JAKOBI et al., 2015). Outros estudos 
ressaltam também os distúrbios psicossociais como patologias mais frequentes entre 
estes trabalhadores, dentre elas, destacam-se: depressão, angústia, estresse, 
alteração no comportamento e uso de drogas e álcool (TAVOLARO et al., 2007; 
JAKOBI et al., 2015). 

A única observação que não esta nas conformidades e a do ruido, foram 
detectados altos índices de ruídos e vibrações. As principais fontes de ruído 


detectadas foram em operações de corte com serras elétricas, na área de evisceração 
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e na área de pendura do animal, onde os péssão presos nas nórias. A presença do 
ruído durante o horário de trabalho seja contínuo, intermitente ou de impacto, pode 
levar à perturbação com redução da concentração, e com o tempo à perda auditiva, 
denominada “perda auditiva induzida pelo ruído" (Pair). A NR15, estabelece que o 
limite de tolerância diária a que um trabalhador pode ficar exposto aos ruídos contínuos 
é de 8 horas para o nível de 85 dB (BRASIL, 2011). É importante ressaltar que o nível 
de ruído aceitável para efeito de conforto é de no máximo 65 dB (BRASIL, 2007), 
assim ruídos acima desse nível podem gerar estresse e ocasionar acidentes, uma vez 
que o trabalho na salade abate é de alta precisão, devido à utilização constante de 
facas e serras. Para controlar a exposição ao ruído ambiental, devem ser adotadas 
medidas que priorizem sua eliminação (como, por exemplo, o enclausuramento da 
fonte de ruído), redução da sua emissão (como a aquisição de serra elétrica menos 
ruidosa e o acolchoamento dos ganchos) e redução da exposição dos trabalhadores 
(uso de equipamentos de proteção individual como os protetores auriculares), nesta 
ordem (BRASIL, 2013). 

A conformidade com a utilização dos equipamentos de proteção individual é 
importante, pois os trabalhadores da sala de abate estão expostos por contato direto 
com a carne, sangue, vísceras, fezes, urina, secreções vaginais ou uterinas, restos 
placentários, líquidos e fetos de animais, que podem estar infectados com zoonoses, 
colocam o risco biológico entre os riscosde maior importância (JOHNSON et aí., 2011; 
JAKOBI et al., 2015). Os agentes biológicos são classificados quanto ao risco a partir 
de fatores relacionados com o potencial de risco para o indivíduo, para a comunidade 
e o meio ambiente, tais como: endemicidade, resistência a drogas, alteração genética, 
concentração, volume, existência de medidas profiláticas e de tratamento (MARRA et 
al., 2017). 


4. CONCLUSÕES 

O empreendimento em questão abate apenas bovinos, e tem uma capacidade 
de abate diária de 100 cabeças, com quadros compostos de 80 trabalhadores, 
distribuídos pelos setores: recepção, atordoamento dos animais, sala de abate, cortes 
e desossa, área de cozimento e embalagens, caldeira, tratamento de esgoto. Os 
trabalhadores ali lotados são contratados pelo regime CLT, ou seja, trabalhista 
celetista, cumprindo as NR's relativas à Segurança e Medicina do Trabalho. 


Ficou perceptível que as condições envoltas a tecnologias, organização do 
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ambiente de trabalho e ambientais, em uma indústria de abate bovino, podem se tornar 
fatores de riscos aosseus trabalhadores quando administrado e geridos de maneira 
negligente. Evidenciou-se a necessidade de correção de não-conformidades relativas, 
sobretudo, à enclausuramento de máquinas e equipamentos, nas tentativas de assim 
reduzir ou minimizar tal risco ambiental físico na fonte geradora. 

Os riscos ambientais podem e devem ser minimizados pela adoção de novas 
práticas; partindo inicialmente de um Programa de Gestão Ambiental e de 
Biossegurança até a inserçãode ginástica laboral nas jornadas diárias como requisitos 
mínimos. Não se pode deixar passartambém a realização de uma avaliação, controle 
e monitoramento dos riscos existentes nas atividades desenvolvidas pela indústria de 
abate e processamento de carnes de maneira mais efetiva, com o auxílio de softwares 
e recursos humanos. 

Em suma, a empresa avaliada emprega um conjunto de ações preventivas de 
segurança, de ordem coletiva e individual que objetivam a proteção dos trabalhadores, 
possui ainda relatórios das avaliações ambientais, suas instalações são providas de 
sistemas de ventilação e compartimentação, há equipamentos de proteção individual 
e coletiva para todos além de farta sinalização vertical e horizontal para facilitar a 
compreensão dos trabalhadores em todo o processo produtivo. 

Como recomendações, estas sendo dirigidas de bom tom a gerência e diretoria, 
é salutar que se faça o Monitoramento anual de exposição ao ruído, Monitoramento 
biológico periódico dos trabalhadores, Realizar estudo para elaboração da Análise 
Ergonômica — AET com um profissional de reconhecida proficiência no tema, reforçar 
a sinalização já existente nos setores onde seja obrigatório a utilização do E.P.., 
elaborar sempre que necessário “Ordens de Serviço"conforme exigências trabalhistas 
e ambientais, Promover treinamento para uso de EPl'sconforme NR-06, realizar 
estudo de viabilidade para uma possível implementação de Recuperação de Pausa 
Térmica e por fim realizar um controle mais rigoroso de acesso a entrada na Câmara 


Fria. 
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ABSTRACT: The prevention of non-communicable chronic diseases can be obtained, 
among other factors, by the reduction of fat of foods. In this context, chia seeds (Salvia 
hispanica L.) prove interesting to the making of foods with a reduced fat content for 
presenting in their composition a considerable amount of dietary fiber(mucilage) with 
potential use as a fat replacer. In this work, chia seed mucilage was extracted and 
some of their physicochemical properties as well their use in the fat replacement 
(butter) in cookies at the levels of 10, 20 and 30 9/1009 were investigated, which were 
analyzed, afterwards. Chia mucilage presented high values of solubility, water-holding 
capacity and emulsifying activity and displayed beige color. The cookies with fat 
replacement by chia mucilage presented reduction in the lipid contents and in the L* 
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and b*parameters. Cookies presenting replacement of 20 and 30 9/100g cf the fat 
showed greater hardness. In the treatments with a replacement of 10 and 20 9/100g 
variations of sensorial acceptance of '| liked it slightly to 'I liked it moderately” were 
observed. Chia mucilage proved a promising alternative to be utilized as a fat replacer 
in cookies. 


KEYWORDS: Salvia hispanica L., dietary fiber, biscuits, fat replacers. 


RESUMO: A prevenção das doenças crônicas não transmissíveis pode ser obtida, 
entre outros fatores, pela redução da gordura dos alimentos. Nesse contexto, as 
sementes de chia (Salvia hispanica L.) mostram-se interessantes na produção de 
alimentos com reduzido teor de gordura por apresentarem em sua composição uma 
quantidade considerável de fibra alimentar (mucilagem) com potencial uso como 
substituto de gordura. Neste trabalho, foi extraída a mucilagem da semente de chia e 
investiga das algumas de suas propriedades físico-químicas bem como sua utilização 
na substituição de gordura (manteiga) em biscoitos nos níveis de 10, 20 e 30 9/1009, 
os quais foram analisados posteriormente. A mucilagem de chia apresentou elevados 
valores de solubilidade, capacidade de retenção de água e atividade emulsificante e 
apresentou coloração bege. Os biscoitos com substituição de gordura por mucilagem 
de chia apresentaram redução no conteúdo lipídico e nos parâmetros L* eb*. 
Osbiscoitos com substituição de 20 e 30 9/1009 da gordura apresentaram maior 
dureza. Nos tratamentos com substituição de 10 e 20 9/100g foram observadas 
variações na aceitação sensorial entre “gostei um pouco” e 'gostei moderadamente”. 
A mucilagem de chia se mostrou uma alternativa promissora para ser utilizada como 
substituto de gordura em biscoitos. 


PALAVRAS-CHAVE: Salvia hispanica L., fibra alimentar, biscoitos, substitutos de 
gordura. 
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1. INTRODUCTION 

The increased risk of noncommunicable diseases (NCDs), such as 
cardiovascular diseases, type 2 diabetes, dyslipidemia and cancer, has been 
attributed, among others, to excess consumption of high energy density foods 
associated with sedentary lifestyle (WHO, 2005; WHO, 2010; AZEVEDO et al., 2014). 
Modifications in the diet and lifestyle such as reduction of total energy intake and 
practices of physical exercises can considerably prevent such problems (SWANSON 
& MUNSAYAC, 1999; LAGUNA et al., 2014). 

Aiming to recover the quality of life, the consumer has become more and more 
demanding and worried about seeking a more wholesome diet. It is found in this 
context, the highlight for chia seeds (Salvia hispanica L.) that present quantities 
regarded as gluten-free proteins, essential fatty acids and dietary fiber, standing out 
the mucilage of relevant hydrocolloid action that acts as soluble fiber and exhibits water 
“holding properties, viscosity development, freshness preservation, high solubility in 
water and thickening properties, in addition to containing minerals, vitamins and 
phenolic acids, being a potential ingredient for the development of more wholesome 
foods (VIEBKE, AL-ASSAF& PHILLIPS, 2014; CAPITANI et al., 2015; PINTADO etal., 
2016; LOPES et al., 2020). 

The food industry has focused on producing low calorie foods in response to the 
great public interest. One of the strategies in the manufacture of more wholesome 
foods is established in obtaining products with reduced fat content. In this way, fat 
substitutes, fat replacers, described as ingredients of food formulations that replace 
some or all of the functions of fat, but do not present calories or have a reduced calorie 
value (LINDSAY, 2010; LI&NIE, 2016). 

Biscuits present good acceptance and are consumed by children, teenagers 
and the elderly; however, some are high in fat and sucrose and are therefore generally 
avoided by consumers concerned with health maintenance (MAURO, SILVA, & 
FREITAS, 2010). However, cookies can become less caloric by replacing the amount 
of fat with ingredients with reduced or even devoid of caloric potential, such as fibers, 
which act as fat substitutes (SWANSON & MUNSAYAC, 1999). 

Due to its structure, chia mucilage can be used in various applications in the 
food industry in the making of more wholesome products, thus presenting great 


potential as a fat substitute in cookies. 
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The objective of this work was to evaluate the physicochemical properties of the 
mucilage extracted form chia seeds and utilize it as a partial replacer of fat in cookies 
and evaluate both objectively and sensorially the biscuits made with fat replacements. 


2. MATERIAL AND METHODS 
2.1 MATERIAL 
Chia seeds (Salvia hispanica L.) and the ingredients used in the manufacture of 
cookies (wheat flour, granulated sugar, butter, baking powder, vanilla essence, egg 
and salt) were purchased inLavras commerce, Minas Gerais. In the laboratory, the 
packed chia seeds as well as some ingredients (butter and egg) were stored in a 
refrigerator (5º Cto 8º C) till the moment of use and analysis. The mucilage extracted 
from the chia seed used in replacement in part of butter in the manufacture of the 
cookies was freeze-dried, packed in a plastic bag and stored in a desiccator. The lipid 
content of the butter of 86 % was considered, as expressed in the Brazilian Table of 
Food Composition (TACO). 
2.2 METHODS 
2.2.1 Mucilage extraction 
Chia mucilage was obtained according to MuÃioz et al. (2012) with modifications. 
The chia seeds were ground in distilled water at the proportion water: seed of 1:40 
(w/v) at the temperature of 85 ºC for 30 minutes under gentle and constant stirring. 
The hydrated seeds were placed onto glass plates 14 cm in diameter with thin film 
formation and submitted to drying in an oven at 50 ºC for 16 h. After drying, the chia 
seeds were removed from the platewith the aid of a spatula and the mucilage was 
rehydrated with about 4 ml of distilled water per plate. The rehydrated mucilage was 
subjected to dehydration in L4KR Iyophilizer (Edwards), crushed in MA350 ball mill 
(Marconi) for 2 minutes and packed in plastic package in desiccator. 
2.2.2 Proximate composition of chia seeds and mucilage 
Moisture, lipids, crude protein and fixed mineral residue (ashes) of the seeds 
and chia mucilage were performed according to AOAC methodology (1990). Crude 
fiber was determined by acid hydrolysis and quantified using the gravimetric method 
according to Van de Kammer and Van Ginkel (1952). The carbohydrates were 
obtained by the difference between 100 and the sum of the values of moisture, lipids, 
crude protein, crude fiber and ashes. 
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2.2.3 Physicochemical properties of chia mucilage 
2.2.3.1 Solubility 
The solubility of the mucilage was determined in triplicate following the 
technique proposed by Betancur-Ancona, López-Luna, and Chel-Guerrero (2003). 1% 
(w/v) mucilage solutions were prepared and placed in a water bath at the temperature 
of 30 ºC with constant stirring for 30 minutes. The contents were transferred to 
centrifuge tubes, centrifuged at 980 x g for 15 min (Labor SP-701 refrigerated 
centrifuge, 116 mm of radius) and the pH of the solution was measured. Aliquots of 10 
mL of the supernatant were placed in pre-weighed porcelain crucibles and then oven- 
dried at 120º Cfor 4 h. The crucibles were removed from the oven, allowed to cool in 
a desiccator and weighed. The solubility, in percent, was calculated according to the 


equation 1: 


% solubility = mucilage weight after drying (9) x 100 (1) 


weight of the initial sample (9) 


2.2.3.2 Water-holding capacity and oil-holding capacity 

The water-holding capacity (WHC) and oil-holding capacity (OHC) of chia 
mucilage were determined in triplicate according to the methodology proposed by 
Chau, Cheung and Wong (1997) with modifications. 0.19 of sample (dry basis) was 
weighed and 10mL of distilled water or corn oil (oil density = 0.92g / mL, Mazola) was 
added to a centrifuge tube. This suspension was homogenized in vortex for 1 minute 
and centrifuged at 2,200 x g for 30 minutes (Labor SP-701 refrigerated centrifuge, 116 
mm of radius). The supernatant was discarded and the residue was weighed, 
determining the weight gain of water or oil by mucilage. The WHC of the mucilage was 
expressed in g of water retained per g of sample and the OHC in g of oil retained per 
g of sample (Equation 2). 


WHC and OHC (9/9) = residue weight (9) — initial weight of the sample (g) (2) 


initial weight of the sample (9) 


2.2.3.3 Emulsifying activity (EA) 
The emulsifying activity (AE) was determined according to Chau, Cheung and 
Wong (1997) with modifications. 0.5 g of chia mucilage was weighed; 25 mL of distilled 
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water was added and that solution was homogenized in a Turratec TE-102 
homogenizer (Tecnal) at 20,000 rpm for 2 minutes. Then, 25 mL of corn oil (density = 
0.92 g/mL) was added and homogenized at 22,000 rpm for 2 minutes. Then samples 
were centrifuged (Labor SP-701 refrigerated centrifuge, 116 mm of radius) at 2,000 
rpm for 10 minutes and the remaining volume of the emulsion measured. The 


emulsifying activity was calculated as follows (Equation 3): 


EA (%) = volume of the emulsion (mL) x 100 (3) 


total volume of the solution (mL) 


2.2.4 Instrumental color 
The analysis of instrumental color was performed on the mucilage samples in 
three replicates using a CM-5 (Konica Minolta Sensing) spectrophotometer, analyzing 
the color parameters L *, a * and b *. The L * (lightness factor) ranging from black (0) 
to white (100), a * from green (-a*) to red (+a*) and b * from blue (-b*) to yellow (+b*). 
2.2.5 Scanning electron microscopy 
The freeze-dried chia mucilage was characterized by scanning electron 
microscopy (SEM) using a LEO EVO 40 XVP (Carl Zeiss) microscope, according to 
Capitani et al. (2013). The samples were fixed in stands with the aid of double-sided 
carbon tape and covered by a layer of gold in a gold evaporator (Sputtering) SCD 050 
(Bal-Tec). The images were increased from 10 to 200 x. 
2.2.6 Preparation of the cookies 
The dough of the biscuits was obtained following the formulation shown in Table 
1. First, the butter, egg, sugar and vanilla were mixed and, after complete 
homogenization, the mixture was added to the dry ingredients (wheat flour, baking 
powder, salt and chia mucilage, when used). The biscuits were rolled, molded with 36 
mm in diameter and 10 mm thick and baked at 160 º C for 8 minutes. After the cooled, 


they were packed in closed containers till the moment of the analyses. 
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Table 1. Formulations of cookies with fat replacement of butter by freeze-dried chia mucilage. 











Formulations(9/1009) 

Ingredients CC CI Cil Cill 
wheatflour 50.30 50.30 50.30 50.30 
sugar 14.90 14.90 14.90 14.90 
butter 11.80 10.62 9.44 8.26 
vanilla So So Sto So 
chia mucilage 0 1.18 2:90 3.54 
egg 18.85 18.85 18.85 18.85 
bakingpowder 0.80 0.80 0.80 0.80 
salt 0.20 0.20 0.20 0.20 





CC= Control cookie without replacement of fat (butter); CI, Cll e Clll= cookies with replacements of 10, 
20 and 30 % of the fat by chia mucilage, respectively. 


2.2.7 Proximate composition of the cookies 

The analyses of moisture, lipid, crude protein and ash were carried out 
according to the AOAC (1990). The crude fiber was determined by acid hydrolysis and 
quantified using the gravimetric method according to Van de Kammer and Van Ginkel 
(1952). The carbohydrates was obtained by the difference between 100 and the sum 
of the values of moisture, lipids, crude protein, crude fiber and ashes. 

2.2.8 Physical properties of the cookies 

The analyses of instrumental color were performed on the biscuits in four 
replicates using a Konica Minolta colorimeter (model CR400), analyzing the L*, a*, b* 
color parameters. 

The texture of the cookies was obtained in a texturometer (Stable Micro 
Systems Model TA-XT2i) in four replications, under the following conditions: pre-test 
velocity of 2.5 mm /s, test velocity of 2.0 mm/s, post-test velocity of 10.0 mm/s, distance 
of 2.5 mm of compression with cylindrical probe of aluminum of 6.0 mm (PAREYT et 
al., 2009). 

2.2.9 Sensorial analysis 

The sensorial evaluation of the cookies was conducted with 100 untrained tasters 
in individual booths in the Sensory Analysis Laboratory of the Federal University of 
Lavras (Lavras - MG). Each evaluator was given four cookies at room temperature in 
disposable plastic containers, coded with three digit figures, in a balanced manner and 


under white light. 
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For the sensory acceptance test of the products, the tasters evaluated the 
samples for flavor, texture, aroma and overall impression using a structured hedonic 
scale of 9 (nine) points, with value 1 being defined as 'highly disliked' and value 9 as 
“highly liked'. The purchase intention test was also carried out through a structured 
scale of 5 (five) points, ranging from 1 = | certainly would not buy to 5 = | would certainly 
buy (STONE & SIDEL, 2004). The obtained scores were analyzed statistically by 
means of analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test, considering the level of 
significance of 5 % using Senso Maker Software version 1.9 (NUNES & PINHEIRO, 
2014). 

2.2.10 Statistical analysis 
The experiment was conducted in a completely randomized design with four 
treatments and four replications. The data were submitted to analysis of variance 
(ANOVA) using the statistical program Sisvar version 5.6 (FERREIRA, 2014), 
performing a mean test (Tukey) when necessary at the 5 % significance level for 
chemical composition, color and texture of the cookies. In the sensorial analysis, Senso 


Maker Software version 1.9 was employed. 


3. RESULTS AND DISCUSSION 
3.1 PROXIMATE COMPOSITION OF CHIA SEEDS AND MUCILAGE 
The yield was 6.44 g of freeze-dried chia mucilage/100 g of chia seeds. Table 2 
shows the average values of the proximate composition of the chia seeds and the 


freeze-dried chia mucilage. 


Table 1.Proximate composition of the chia seeds and of the freeze-dried chia mucilage. 











Chia seeds* Freeze-dried chia mucilage* 

Component (9/1009) (9/1009) 
moisture 7.66 + 0.05 2.41 +0.32 
lipids 30.38 + 1.29 1.03 + 0.12 
protein 18.77 + 0.82 8.21 + 0.19 
crudefiber 9.42 + 0.18 14.33 + 0.06 
ash 4.15 + 0.09 6.86 + 0.03 
carbohydrates 37.28 + 0.62 69.57 + 0.13 








Mean + standard deviation. *Values expressed in dry matter, except moisture. 


Chia seeds presented high values of lipids and proteins, their being an important 
source of oil and its use is interesting in the formulation of foods destined to celiac 


Artigo publicado na Revista Brazilian Journal of Development vol. 06 n.9 ISSN 2525-8761 173 


people. Similar values were found by other authors (BUSHWAY, BELYEA, 
&BUSHWAY, 1981; AYERZA & COATES, 2011; COELHO & SALLAS-MELADO, 
2014a; SEGURA-CAMPOS et al., 2014a, TIMILSENA et al., 2016b). The amount of 
lipids in the chia mucilage was very low (1.03 %), probably due to the low solubility of 
lipids in water, which makes its use as an ingredient in low fat food sinteresting. Similar 
results of lipids, proteins, crude fiber and ashes in chia mucilage were obtained by 
CAPITANI et al. (2015). 

3.2 PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF CHIA MUCILAGE 

3.2.1 Solubility 

The solubility of the chia mucilage dispersions at 1% w/v at the temperature of 
30 º C and pH of 6.49 in this work was of 79.49% + 1.50. High water solubility values 
of chia mucilage near room temperature indicate its promising application in food. High 
solubility for the use of mucilage as texture and viscosity modifiers and to stabilize 
emulsions or dispersions is desirable (TIMILSENA et al., 2016a). This value found 
corroborates with values of solubility obtained by Capitani et al. (2013) for chia 
mucilage at different temperatures (25-80 ºC), which presented percentages of 
solubility ranging from 66 to 87 %. 

3.2.2 Water holding capacity (WHC) and oil holding capacity (OHC) 

The water holding capacity (WHC) of chia mucilage was of 97.12 + 0.08 g 
water/g mucilage. That high value of WHC is desirable for the modification of the 
physical properties of food products and for the stabilization of emulsions (TIMILSENA 
et al., 2016). 

In this work, the WHC of the mucilage of chia was similar to that obtained by 
Segura-Campos et al. (2014a) of 100 g water/g chia mucilage, higher than that verified 
by Timilsena et al. (2016a) (23 9/9) and by Felisberto et al. (2015) (57.33 g/9) for chia 
mucilage and higher than that found in guar gum (25 9/9) (TIMILSENA et al., 2016a). 

Due to the capacity of mucilage to hold water, when added to foods, it may 
contribute to increased satiety, decrease nutrient absorption time and in the control of 
blood sugar levels (VÁZQUEZ-OVANDO et al., 2009; COELHO &SALLAS-MELADO, 
2014b). 

Oil holding capacity (OHC) is attributed to the physical entrapment of oil by 
molecules such as lipids and proteins (SEGURA-CAMPOS et al., 2014a). The chia 
mucilage showed a OHCof 7.38 + 0.20 g oil/g mucilage, value similar to that of gum 
arabic (8-9 g oil/g sample) and higher than that found in guar gum, xanthan gum (4-6 
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g/9) and in fraction of fiber-rich chia (2.02 9/9) (VÁZQUEZ-OVANDO et al., 2009). Low 
OHC (7.38 9/9) of mucilage was found when compared with that found by Felisberto 
et al. (2015) (12.97 g/g9) and Segura-Campos et al. (2014b) (11.67 g/g). Due to its low 
OHGC, chia mucilage can be utilized in fried products for providing a non-greasy feeling 
in foods (VÁZQUEZ-OVANDO et al., 2009). 

3.2.3 Emulsifying activity 

The emulsifying activity (EA) of chia mucilage was of 94.06% + 1.32. That value 
indicates that chia mucilage contributed in the process of emulsion formation by the 
reduction of surface tension on the interface of the immiscible phases oil and water, 
which suggests its use in food products. The high value of emulsifying activity of fibers 
indicates an important beneficial physiological effect due to the ability to adsorb bile 
acids, providing probable increase of the excretion of them and consequently limiting 
the reabsorption process of these acids in the small intestine, thus reducing blood 
cholesterol levels (VÁZQUEZ-OVANDO et al., 2009). 

Koocheki et al. (2009) investigated the influence of gum of Alyssum 
homolocarpum in oilAvater emulsions and found values of EA of about 96 %, similar to 
that found in the chia emulsions in this study. 

3.3 INSTRUMENTAL COLOR 

The values of instrumental color of chia for L*, a* and b* were of 74.28 +0.64, 
1.99 + 0.06 and 14.58 + 0.15. The chia mucilage presented coloration with a tendency 
to yellow and visually color closer to beige. 

3.4 SCANNING ELECTRON MICROSCOPY 

As to scanning electron microscopy (SEM), the images of the freeze-dried chia 
mucilage were found in Figure 1. It can be viewed that the freeze-dried mucilage 
presents appearance of overlapped leaves, with a brittle aspect and little uniformity, as 
also viewed by CAPITANI et al. (2013). 
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Figure 1. Images obtained by SEM of the freeze-dried chia mucilage: (A) 19x and (B) 167x. 





Source: Own author. 


3.5. PROXIMATE COMPOSITION OF THE COOKIES 

The average values of the proximate composition of the cookies manufactured 
by replacing fat, i.e., butter by chia mucilage, are described in Table 3. 
The moisture (Table 3) of the cookies ranged from 8.65 % to 10.75 %. The lipid content 
of the cookies decreased significantly (P<0.05) with the increase of their replacement 
by chia mucilage, being the lower fat content obtained in the ClIIl treatment, however, 
this did not differ significantly from Cll treatment. The protein content was not altered, 
however, significant differences (P<0.05) in the crude fiber contents were found, with 
a higher value found for CIIl treatment and a significant increase in the ash amount 
was observed from treatment ClIl. The energy value of CC treatment (without the fat 
substitution) was of the order of 422.07 kcal /100g and for Clll treatment (with 30 % fat 
substitution) was of 397.7 kcal/100g, occurring reduction of the energy value by about 
6 %. 
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Table 3. Proximate composition and energy value of cooks with fat replacement by chia mucilage. 
Proximate composition(g/1009) 











Determination CC CI Cil Clill 
moisture 8.65 + 0.17 € 10.75 + 0.092 9.88 + 0.09º 10.70 + 0.06 2 
lipids 12.55 +0.142 11.25+0.52! 10.13 +0.39€ 9.63 + 0.09 € 


crudeprotein 8.05 + 0.17 2 8.19 + 0.04 à 8.15 +0.122 8.19+ 0.112 
crudefiber 0.30 + 0.03 * 0.33 + 0.03» 0.37 + 0.05» 0.47 + 0.022 
ashes 1.22 + 0.04 º 119002” 1.38 + 0.02 2 1.44 + 0.03 2 
carbohydrates 69.23+0.37º 68.29+0.60? 70.09 0.44 * 69.57 0.20 2 





Energy value (kcal/1009) 
Energia 422.07 407.17 404.13 397.71 


CC: control cookie, Cl, Cll and Clll: cookies with replacement of 10, 20 and 30% of the fatty ingredient 
(butter) by chia mucilage, respectively. Means + standard deviation followed by same small letters in 
the row do not differ ffom one another by the Tukey test at the significance level of 0.05. 

















3.6 PHYSICAL PROPERTIES OF THE COOKIES 

Color is one of the characteristics that contribute to the consumer's preference 
in relation to the product. Table 4 shows the values for the L*, a* and b* coloration 
parameters and texture parameters evaluated in the cookies. 

The cookies presented reduction of lightness as the amount of chia mucilage 
increased. Changes in the coloration parameter L* of the cookies were observed with 
the addition of chia mucilage, this was expected, since the freeze-dried chia mucilage 
showed beige coloration. With increasing mucilage concentration in the cookies, the 
L* values decreased significantly and, consequently, a darker coloration became more 
pronounced, being more intense in CIII treatment, due to its increased concentration 
of mucilage. Nevertheless, CIl and Clll treatments did not present significant 
differences among each other (P> 0.05) for the L* values, as observed in Table 4. 
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Table 4. Coloration and texture parameters of the cookies with replacement of fat by chia mucilage. 











Coloration parameters Texture 
Treatments + a* b* Strength (N) 
Cc 70.10 + 1.01º 3.54 + 0.36 2 27.55 + 0.35 º 47.46 + 0.19? 
Cl 66.62 + 1.47? 3.19 + 0.252 23.34 + 0.84? 38.74 + 1.02º 
Cil 63.27 +0.72º 3.83 + 0.812 21.42 + 1.59 tc 67.46 + 1.75? 
Cill 62.17 + 0.88º 4.23 + 0.24 º 21.01 + 0.53% 73.55 + 0.722 











CC: Control cookie, Cl, Cll and Clll: cookies with replacement of 10, 20 and 30 % of butter by chia 
mucilage, respectively. Means + standard deviation followed by the same small letters in the column 
do no differ ffom one another by the Tukey test at the significance level of 0.05. 


No significant statistical differences (P>0.05) were observed for the parameter 
a* among the cookie formulations. The parameter b*presented reduction in the values 
within creasing incorporation of chia mucilage (Table 4). The CC treatment showed the 
highest value of b*, while the CIIl treatment had the lowest average value, which 
presented significant differences (P<0.05). Positive value for parameter b* is related to 
yellow coloration, the greater the value of b* the more intense the yellow coloration. It 
can be observed that the biscuits of the CC treatment showed a greater tendency to 
yellow coloration, which may be related to the higher concentration of fat in the 
formulation. Reduction in the values of L* and b* with addition of chia mucilage was 
reported by Felisberto et al., (2015). 

The texture of the cookies presented significant statistical differences (P<0.05). 
The cookies with no fat replacement (CC) and with 10 % of replacement of butter by 
chia mucilage (Cl) did not show any significant differences (P>0.05), with means of 
47.46 N and 38.74 N. Nevertheless, when the fat ingredient (butter) of the cookies was 
replaced at the levels of 20 % and 30 % by chia mucilage (Cll and CIll, respectively) 
the cookies became harder, with means of 67.46 N and 73, 55 N, respectively, with 
significant differences (P<0.05) in relation to CC and Cl treatments. However, the 
cookies of the Cll and Clll treatments did not present significant differences (P>0.05) 
among them. 

In cookies and dough, fat generally works as a softening agent (MORETTO & 
FETT, 1999). Felisberto et al. (2015) observed greater firmness in cakes manufactured 
with fat reduction by chia mucilage in the replacement of 50 % and 75% of fat. 
Santiago-Garcia et al., (2017) replaced the biscuit fat by Agave angustifolia fructans 
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(soluble fibers) and found an increase in the hardness of the cookies at the 
concentrations of 20 and 30 9/100 gof fat replacement. 
3.7 SENSORIAL ANALYSIS 
The sensory evaluation scores and the results of the analysis of variance of the 
cookies are presented in Table 5. 


Table 5. Average values of sensory acceptance and purchase intention of the cookies with fat 
reduction by chia mucilage. 








Scores of the sensorial analysis 
Treatments | Apperance* Flavor* Texture* Overall Purchase 
Impression* intention** 
CC 7148+114º 721+1.32º 7.005+1.51º 723+1.20º 402+0.98º 
Cl 6.76 +1.24? 6.65+1.25" 6.22+1.55P 6.57+1.16º  3.45+1.02! 
Cil 6.56 +1.48? 6.64+1.57º 6.08+1.77P 6.52+1.56º  3.39+1.16? 
Cill 5.82 +1.790 5.91+1.63º 5.45+1.72º 5.68+149º 2.67+1.09º 








CC: Control cookie, Cl, Cll and Clll: cookies with replacement of 10, 20 and 30 % of butter by chia 
mucilage, respectively. Means + standard deviation followed by the same small letters in the column 
do no differ from one another by the Tukey test at the significance level of 0.05.*Scores ranging from 1 
(I disliked it extremely) to 9 (| liked it extremely).** Scores ranging from 1 (| surely would not buy it) to 5 
(I would surely buy it). 


Although the Cl and Cll treatments presented significant differences (P<0.05) in 
relation to the control (CC) for all evaluated attributes, these two treatments presented 
high sensory acceptance scores that ranged from 'l liked it slightly' to '| liked it 
moderately' in the hedonic scale, while the CC treatment presented scores between ' 
liked it moderately' and ' liked it very much'. Regarding the score obtained in the 
intention to buy test, the CC treatment presented score of 'l would probably buy it ' and 
the Cl and ClIl treatments obtained scores between '| do not know' and '| would 
probably buy it. Changes in the color, flavor, texture and overall impression of ice 
creams made with chia mucilage were also observed by Campos et al. (2016). Laguna 
et al. (2014) found that the use of 30 % of the HPMC fat replacer showed significant 
differences both in the appearance and color of the cookies compared to the 
treatments with no fat replacer with15 % inulin and 15 % HPMC, presenting the lowest 


sensory scores. 


4. CONCLUSIONS 
Chia mucilage displayed high values of solubility and water holding capacity 
which is desirable for the modification of the physical properties of food products and 


for the stabilization of emulsions and dispersions. In addition, it contributed to the 
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emulsion formation process by reducing the surface tension between water and oil, 
presenting good emulsifying activity. 

Regarding the sensorial acceptance of the cookies made with fat reduction by 
the use of chia mucilage, maintenance of the sensory acceptance scores for the 
treatments with 10 % and 20 % of replacement of fat, whose scores ranged from ' 
liked it slightly" to '| liked it moderately' and for the purchase intention, scores between 
Ido not know' to '| would probably buy it' were found. 

The use of chia mucilage as a fat substitute is a promising alternative to be used 
as a technological innovation by the food industry in the process of cookie 


manufacturing. 


ACKNOWLEDGEMENTS 

The authors are grateful to the Conselho Nacional de Desenvolvimento 
Científico e Tecnológico of Brasil (CNPq), the Fundação de Amparo a Pesquisa do 
Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) and the Coordenação de Aperfeiçoamento de 


Pessoal de Nível Superior (CAPES) for the granting of financial resources. 


Artigo publicado na Revista Brazilian Journal of Development vol. 06 n.9 ISSN 2525-8761 80 


REFERENCES 


AOAC. Association of Official Analytical Chemists.Official methods of analysis of AOAC. 
15th ed. Washington: AOAC, 1990. 


AYERZA, R.; COATES, W. Protein content, oil content and fatty acid profiles as potential 
criteria to determine the origin of commercially grown chia (Salvia hispanica L.). Industrial 
Crops and Products, v. 34,p. 1366-1371, 2011. 


AZEVEDO, E. C. de C.; DIAS, F.M. R. da S.; DINIZ, A. da S.; CABRAL, P. C. Consumo 
alimentar de risco e proteção para as doenças crônicas não transmissíveis e sua associação 
com a gordura corporal: um estudo com funcionários da área de saúde de uma universidade 
pública de Recife (PE), Brasil. Ciência & Saúde Coletiva, v. 19, n. 5, p. 1613-1622, 2014. 


BETANCUR-ANCONA, D.: LÓPEZ-LUNA, J.: CHEL-GUERRERO, L. Comparison of the 
chemical composition and functional properties of Phaseolus lunatus prime and tailing 
starches. Food Chemistry, v. 82,p. 217-225, 2003. 


BUSHWAY,A.A.; BELYEA, P. R.; BUSHWAY, R. J. Chia seed as a source of oil, 
polysaccharide, and protein. Journal of Food Science, v. 146,p. 1349-1350, 1981. 


CAMPOS, B. E.; RUIVO, T. D.; SCAPIM, M. R. da S.;MADRONA, G. S.; BERGAMASCO, R. 
de C. Optimization of the mucilage extraction process from chia seeds and application in ice 
cream as a stabilizer and emulsifier. LWT - Food Science and Technology, v. 65, p. 874- 
883, 2016. 


CAPITANI, M. |. CORZO-RIOS, L. J.; CHEL-GUERRERO, L. A.; BETANCUR-ANCONA, D. 
A.; NOLASCO, S. M.; TOMAS, M. C. Rheological properties of aqueous dispersions of chia 
(Salvia hispanica L.) mucilage. Journal of Food Engineering, v. 149,p. 70-77, 2015. 


CAPITANI, M. 1.; IXTAINA, V. Y.; NOLASCO, S. M.; TOMÁS, M. C. Microstructure, chemical 
composition and mucilage exudation of chia (Salvia hispanica L.) nutlets ffom Argentina. 
Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 93, p. 3865-3862, 2013. 


CHAU, C. -F.: CHEUNG, P. C. K.; WONG, Y. -S. Functional properties of protein 
concentrates from three chinese indigenous legume seeds. Journal of Agricultural and 
Food Chemistry, v. 45, p. 2500-2503, 1997. 


COELHO, M. S.; SALAS-MELLADO, M. M. Chemical characterization of chia (Salvia 
hispanica L.) for use in food products. Journal of Food and Nutrition Research, v. 2, n. 
5,p. 263-269, 2014a. 


COELHO, M. S.; SALAS-MELLADO, M. M. Revisão: Composição química, propriedades 
funcionais e aplicações tecnológicas da semente de chia (Salvia hispanica L.) em alimentos. 
Brazilian Journal of Food and Technology, v. 17, n. 4, p. 259-268, 2014b. 


FELISBERTO, M. H. F.; WAHANIK, A. L.; GOMES-RUFFI, C. R.; CLERICI,M. T.P. S.; 
CHANG, Y. K.; STEEL, C. J. Use of chia (Salvia hispanica L.) mucilage gel to reduce fat in 
pound cakes. LWT - Food Science and Technology, v. 63,p. 1049-1055, 2015. 


FERREIRA, D. F. Sisvar: Guide for its Bootstrap procedures in multiple comparisons. 
Ciência e Agrotecnologia, v. 38, n. 2, p. 109-112, 2014. 

KOOCHEKI, A.; KADKHODAEE, R., MORTAZAVI, S. A., SHAHIDI, F., & TAHERIAN, A. R. 
Influence of Alyssum homolocarpum seed gum on the stability and flow properties of O/W 


Artigo publicado na Revista Brazilian Journal of Development vol. 06 n.9 ISSN 2525-8761 81 


emulsion prepared by high intensity ultrasound. Food Hydrocolloids, v. 23,p. 2416-2424, 
2009. 


LAGUNA, L.; PRIMO-MARTÍN, C.; VARRELA, P.;: SALVADOR, A.; SANZ, T. HPMC and 
inulin as fat replacers in biscuits: Sensory and instrumental evaluation. LWT - Food Science 
and Technology, v. 56,p. 494-501, 2014. 


LI, J—-M.; NIE, S.-P. The functional and nutritional aspects of hydrocolloids in foods. Food 
Hydrocolloids, v. 53,p. 46-61, 2016. 


LINDSAY, R. C. Aditivos alimentares. In:DAMODARAN, S.; PARKIN, K. L.;FENNEMA, O. R. 
(Eds.) Química de Alimentos de Fennema. Porto Alegre: Artmed, 2010. pp. 537-584. 
LOPES, A. C.; RIBAS, M. F.; TONIAL, |. B.; LUCCHETTA, L. Aplicação de mucilagem de 
chia (salvia hispânica L.) em processamento de biscoito. Brazilian Journal of 
Development, v. 6, n. 4, p. 17997-18008, 2020. 


MAURO, A. K;SILVA, V. L. M. da;FREITAS, M. C. J. Caracterização física, química e 
sensorial de cookies confeccionados com farinha de talo de couve (FTC) e farinha de talo de 
espinafre (FTE) ricas em fibra alimentar. Ciência e Tecnologia de Alimentos, v. 30, n. 3, p. 
7119-728, 2010. 


MORETTO, E.; FETT, R. Processamento e análise de biscoitos. São Paulo: Varela, Cap. 
1, 1999. 


MUNOZ, L. A.; AGUILERA, J. M.; RODRIGUEZ-TURIENZO, L.; COBOS, A.; DIAZ, O. 
Characterization and microstructure of films made from mucilage of Salvia hispanica and 
whey protein concentrate. Journal of Food Engineering, v. 111,p. 5911-518, 2012. 


PAREYT, B.; TALHAOUI, F.; KERCKHOFS, G.; BRIJS, K.; GOESAERT, H.; WEVERS, M.; 
DELCOUR, J. A. The role of sugar and fat in sugar-snap cookies: Structural and textural 
properties. Journal of Food Engineering, v. 90, p. 400-408, 2009. 


PINTADO, T.: HERRERO, A. M.; JIMÉNEZ-COLMENERO, F.: RUIZ-CAPILLAS, C. 
Strategies for incorporation of chia (Salvia hispanica L.) in frankfurters as a health-promoting 
ingredient. Meat Science, v. 114, p. 75-84, 2016. 


SANTIAGO-GARCÍA, P. A.; MELLADO-MOJICA, E.; LEÓN-MARTÍNEZ, F. M.; LÓPEZ, M. 
G. Evaluation of Agave angustifolia fructans as fat replacer in the cookies manufacture. LWT 
- Food Science and Technology, v. 77,p. 100-109, 2017. 


SEGURA-CAMPOS, M.; ACOSTA-CHI, Z.; ROSADO-RUBIO, G.; CHEL-GUERRERO, L.; 
BETANCUR-ANCONA, D. Whole and crushed nutlets of chia (Salvia hispanica) from Mexico 
as a source of functional gums. Food Science Technology, v. 34, n. 4, p. 701-709, 2014a. 


SEGURA-CAMPOS, M. R.; CIAU-SOLÍS, N.; ROSADO-RUBIO, G.; CHEL-GUERRERO, 
L:BETANCUR-ANCONA, D. Chemical and functional properties of chia seed (Salvia 
hispanica L.) gum. International Journal of Food Science,article ID 241053, 
2014b.http://dx.doi.org/10.1155/2014/241058. 


SENSOMAKER. SensoMaker free user-friendly interface for sensory analysis. 
http://www ufla.br/sensomaker. Accessed in: dec. 15, 2016. 


STONE, H.; SIDEL, J. L. Sensory evaluation practices. 3th ed. Amsterdam, NL: Boston: 
Elsevier Academic Press, Cap. 3, 2004. 


Artigo publicado na Revista Brazilian Journal of Development vol. 06 n.9 ISSN 2525-8761 82 


SWANSON, R. B.; MUNSAYAC, L. J. Acceptability of fruit purees in peanut butter, oatmeal, 
and chocolate chip reduced-fat cookies. Journal of the American Dietetic Association, v. 
99, n. 3, p. 343-345, 1999. 


TIMILSENA, Y. P.; ADHIKARI, R.; KASAPIS, S.; ADHIKARI, B. Molecular and functional 
characteristics of purified gum from Australian chia seeds. Carbohydrate Polymers, v. 
136,p. 128-136, 2016a. 


TIMILSENA, Y. P.; WANG, B.; ADHIKARI, R.; ADHIKARI, B. Preparation and 
characterization of chia seed protein isolate-chia seed gum complex coacervates. Food 
Hydrocolloids, v. 52,p. 5594-563, 2016b. 


VAN de KAMER, J. H.;VAN GINKEL, L.Rapid determination of crude fiber in cereals. Cereal 
Chemistry, v. 29, p. 239-251, 1952. 


VÁZQUEZ-OVANDO, A.; ROSADO-RUBIO, G.; CHEL-GUERRERO, L.; BETANCUR- 
ANCONA, D. Physicochemical properties of a fibrous fraction from chia (Salvia hispanica L.). 
LWT- Food Science and Technology, v. 42,p. 168-173, 2009. 


VIEBKE, C.; AL-ASSAF, S.; PHILLIPS, G. O. Food hydrocolloids and health claims. 
Bioactive Carbohydrates and Dietary Fibre, v. 4,p. 101-114, 2014. 


WHO. World Health Organization. Global status report on noncommunicable diseases 2010. 
http:/Aynww.who.int/nmh/publications/ncd report full en.pdf. Accessed in:jan. 13, 2017. 
WHO. World Health Organization. Preventing Chronic diseases a vital investment. 
2005.http:/Avww.who.int/chp/chronic disease report/contents/foreword.pdf. Acessed in:dec. 
19,:2016: 


Artigo publicado na Revista Brazilian Journal of Development vol. 06 n.9 ISSN 2525-8761 83 


CAPÍTULO 06 


VI NN[=N [0] NIUE E NTo/ To) NTE D]=D67 = =D e7 ivo NT =D VI NKI= 670 ND =P NR V [= NEEOS 
ALTERNATIVOS NA DIETA DE PEQUENOS ANIMAIS DOMICILIADOS NO 
= S PAD JO ND) = NO) NI DIO NIVA VE = IR VA o) LE 


Denise Rufino Bragança 

Acadêmica do Curso de Zootecnia 

Universidade Federal de Rondônia/ Campus Presidente Médici/RO 

Endereço: Rua da Paz, 4376 - Lino Alves Teixeira, Presidente Médici/RO, 76916-000 
E-mail: bragancad3(Dgmail.com 





Edicarlos Oliveira Queiroz 

Docente do Departamento de Zootecnia 

Universidade Federal de Rondônia/ Campus Presidente Médici/RO 

Endereço: Rua da Paz, 4376, Lino Alves Teixeira, Presidente Médici/RO, 76916-000 
E-mail: queirozed(Dunir.br 


Bruna Rafaela Caetano Nunes Pazdiora 

Docente do Departamento de Zootecnia 

Universidade Federal de Rondônia/ Campus Presidente Médici/RO 

Endereço: Rua da Paz, 4376 - Lino Alves Teixeira, Presidente Médici/RO, 76916-000 
E-mail: bruna.nunes(Qunir.br 


Raul Dirceu Pazdiora 

Docente do Departamento de Zootecnia 

Universidade Federal de Rondônia/ Campus Presidente Médici/RO 

Endereço: Rua da Paz, 4376 - Lino Alves Teixeira, Presidente Médici/RO, 76916-000 
E-mail: raul.pazdiora(Dunir.br 


RESUMO: Os cães (Canis lupus familiaris) e gatos (Felis catus) estão presentes na 
sociedade humana, sendo que esse cenário é uma realidade universal. Em 2013 o 
Brasil ocupou o quarto lugar em maior população de pets com um total de 132,4 
milhões e atualmente os lares brasileiros possuem cada vez mais um maior número 
de animais domésticos onde o país é o segundo maior em população de cães e gatos, 
sendo 52 milhões cães e 22 milhões de gatos, obtendo clara demanda sob a indústria 
de pet food. O objetivo deste trabalho foi avaliar o manejo nutricional de cães e gatos 
e a inserção de alimentos alternativos na dieta de pequenos animais domiciliados no 
estado de Rondônia. Obteve-se 109 respostas, sendo que a população estudada foi 
composta por 68,8 % de mulheres, 28,4 % de homens e 2,8 % tutor não binário. Nas 
questões sobre o conhecimento básico do tutor sobre AN obteve 55,0 % das 
respostas para SIM, conheço a alimentação natural (AN) e 45,0 % das respostas para 
NÃO, já nas considerações sobre o alimento mais saudável 87,2 % dos tutores 
acreditam que a alimentação natural é melhor em relação a ração industrializada. A 
preferência dotutor em relação a alimentação do pet mostrou que 83,5 % das 
respostas foram para a ração seca, 17,4 % para a ração úmida, 24,8 % para sobras 
de alimento, 5,5 % das respostas para a alimentação natural balanceada e 25,7 % 
para comida caseira. Nota-se que a maioria não utiliza alimentação natural, mais 
gostaria de utilizar, sendo de suma importância quando o assunto é a inserção de 
alimentos alternativos e ainda trazer ao animal saúde e bem-estar através do alimento, 
nesse fator épossível que o grande problema seja a falta de oferta da alimentação 
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natural no comercio pet, pois existi grande aceitabilidade do produto, principalmente 
pelo termo natural, que vem sendo muito utilizado como fonte de saúde. A maior parte 
dos tutores (97,2 %) possuem hábitos alimentares onívoros, porém 33,0 % do grupo 
amostral acreditam que dietas vegetarianas e veganas são mais saudável e 66,1 % 
diz que seu pet necessita de carne. Sobre o controle de alimento ofertado diariamente 
ao animal 44,0 % disseram nunca pesar ou controlar a alimentação podendo 
ocasionar desnutrição ou obesidade no pet e ainda 53,2 % dos tutores não trocam a 
ração seca pela AN por falta de conhecimento no assunto. Através dos resultados 
aqui obtidos, pode-se perceber a importância de realizar uma conscientização dos 
tutores de cães e gatos sobre a necessidade do correto manejo alimentar desses 
pequenos animais com base nas exigências nutricionais dos pets. 


PALAVRAS-CHAVES: Animais de companhia, alimentos naturais, mercado pet, 
ração. 


ABSTRACT: Dogs (Canis lupus familiaris) and cats (Felis catus) are present in human 
society, and this scenariois a universal reality. In 2013 Brazil occupied the fourth place 
in the largest population of pets witha total of 132.4 million and currently Brazilian 
homes have an increasing number of domestic animals where the country is the 
second largest in population of dogs and cats, 52 million dogs and22 million cats, 
obtaining clear demand under the pet food industry. The objective of this work wasto 
evaluate the nutritional management of dogs and cats and the insertion of alternative 
foods in thediet of small animals domiciled in the state of Rondônia. 109 responses 
were obtained, and the population studied was composed of 68.8 % women, 28.4 % 
men and 2.8 % non-binary tutor. In thequestions about the tutor's basic knowledge 
about AN, he obtained 55.0 % of the answers to YES, Iknow the natural food (AN) and 
45.0 % of the answers to NO, while in the considerations about thehealthiest food 
87.2 % of the tutors believe that natural food is better than industrialized food. The 
tutor's preference in relation to the pet's feeding showed that 83.5 % of the answers 
were for dry food, 17.4% for wet food, 24.8% for leftover food, 5.5 % of responses for 
food. balanced natural food and 25.7% for homemade food. It is noted that most do not 
use natural food, but would like touse it, being of paramount importance when it comes 
to the insertion of alternative foods and still bring health and well-being through food, 
in this factor it is possible that the great problem is the lack of supply of natural food in 
the pet trade, as there was great acceptability of the product, mainlydue to the natural 
term, which has been widely used as a source of health. Most tutors (97.2 %) have 
omnivorous eating habits, however 33.0 % of the sample group believe that vegetarian 
and vegan diets are healthier and 66.1 % say that their pet needs meat. Regarding the 
control of food offered daily to the animal, 44.0 % said they never weighed or controlled 
their food, which could cause malnutrition or obesity in the pet, and 53.2 % of the tutors 
did not exchange dry food for AN due tolack of knowledge on the subject. Through the 
results obtained here, one can perceive theimportance of raising awareness among 
dog and cat guardians about the need for the correct feedingmanagement of these 
small animals based on the nutritional requirements of pets. 


KEYWORDS: Pets, natural food, pet market, feed. 
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1. INTRODUÇÃO 

A presença de cães (Canis lupus familiaris) e gatos (Felis catus) na sociedade 
humana é uma realidade universal, no Brasil estimou-se no ano de 2012 que 59 % 
da população possuem em seu domicilio animais de companhia (LIMA; LUNA, 2012). 
No ano de 2013 o país ocupou o quarto lugar em maior população de pets um total 
de 132,4 milhões, sendo um setor com grande potencialpara a economia brasileira, 
(ABINPET, 2013) porém esse número é maior atualmente, onde o paísé o segundo 
maior em população de cães e gatos, sendo 52 milhões cães e 22 milhões de gatos, 
obtendo clara demanda sob a indústria de pet food (ABINPET, 2018). Neste cenário 
quem ganha são as indústrias alimentícias especializadas nesta área, ao produzir 
cada vez mais opções para este público. 

Atualmente existem diversos alimentos com nutrientes balanceados, 
essenciais para os animais de companhia, tais como, rações secas e úmidas, 
biscoitos, doces, carnes secas, patê, alimentos alternativos, entre outros (MACEDO 
et al., 2018). Nos últimos anos observou-se crescimento significativo para alimentos 
de cães e gatos em todos os estados brasileiros, estimado em 2,65 milhões de 
toneladas de alimentos destinados a esta finalidade (SINDIRAÇÕES, 2018). 

Ciffoni e Pachaly (2001) afirmam que a preocupação com os animais de 
estimação ocorre devido ao contato direto entre os seres humanos e o afeto que se 
conquista um pelo outro, fazendo com que a saúde e o bem estar de cães e gatos 
seja o elo principal para manter esses pequenos vivospor mais tempo, sem dúvidas 
a alimentação é um dos principais fatores que torna possível esse quadro. 

A chave principal para a manutenção da saúde de cães e gatos é a nutrição, 
sendo que os alimentos oferecidos aos animais domiciliados dependem apenas da 
preferência e atitude de cada proprietário, envolvendo também o nível 
socioeconômico familiar, o conhecimento sobre asexigências nutricionais desses 
animais e materiais informativos e/ou ajuda de um profissional capacitado na área 
(APTEKMANN et al., 2013). 

O interesse na área de alimentos trouxe novas alternativas que vem ganhando 
o mercado de pets como a alimentação natural que abrange dietas sem produtos 
químicos, conservantes artificiais e sem adição de sal, providos de produtos 
consumidos pelo ser humano de fácil aquisição e que tenha sido apenas submetidos 
a um mínimo de processamento para torná-los aptos à produção pet food (GROOT; 
SCHREUDER, 2009). 
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Diante de diversas opções para alimentar os animais de companhia, a 
segurança vem sendo discutida como um fator importante para os proprietários que 
cada vez mais se preocupam com a saúde de seus pequenos amigos, surgindo 
assim no mercado pets as dietas naturais e juntamente com isso as dietas comerciais 
prontas para o consumo com numerosas marcas e com um nível de alta sofisticação 
em suas formulações (STEIFF; BAUER, 2001). 

Diante do exposto referente ao mercado pets, buscou-se avaliar quais são os 
perfis de proprietários de cães e gatos residentes no estado de Rondônia e qual a 
frequência do uso de alimentos convencionais ou não convencionais correlacionadas 
com as influências socioeconômicas que possam auxiliar as indústrias a suprir as 
necessidades dos tutores, além de identificar motivações para novas tendências de 


mercado. 


2. MATERIAL E MÉTODOS 

O estudo foi realizado no estado de Rondônia, alcançando diversas cidades 
do estado adquirindo dados por meio de plataforma virtual. Esta pesquisa é 
denominada como descritiva, abordando o qualitavo/quantitativo a partir do método 
de survey através da aplicação de um questionário virtual na plataforma Survio. O 
questionário foi dividido em 4 seções: (1) conhecimento básico sobre alimentação 
natural (2) oferta de alimento ao animal (3) hábito alimentardo tutor e a influência 
deste sobre a dieta do pet (4) controle do consumo de alimentos e a substituição da 
ração seca pela alimentação natural. 

2.1 PÚBLICO ALVO 

Os tutores alvo desta pesquisa foram aqueles que independente de sua renda 
apresentam alguma preocupação com a saúde de seu animal e buscam formas mais 
sofisticada ou a mais simples que possam manter o animal nutrido e na sua zona de 
conforto. A pesquisa ocorreu de forma virtual devido a pandemia e graças a 
tecnologia que temos. O estudo tem fins apenas de pesquisa e não divulgação de 
dados pessoais. 

2.2 ITENS DO QUESTIONÁRIO 

O trabalho dispôs de 8 perguntas sendo distribuídas 2 questões para cada 
seção, com o objetivo de avaliar os hábitos alimentar do tutor a influência sobre a 
alimentação de seus animais, quais são os alimentos ofertados em maior frequência 


aos animais, obter informações sobre a preocupação com a dieta oferecida aos 
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animais quanto ao grau de conhecimento sobre a importância da nutrição para a 


saúde dos pets e a disponibilidade em adotar uma dieta natural para cães e gatos. 


3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Foram obtidas 109 respostas, sendo que a amostra populacional avaliada foi 
composta por 68,8 % de mulheres (75 respostas), 28,4 % de homens (31 respostas) 
e 2,8 % (3 respostas) tutor não binário. Em uma pesquisa realizada por Gouvêa (2019) 
verificou-seque tutores de cães e gatos a nível Brasil, onde de 434 respostas obtidas, 
379 foram respondidas pelo sexo feminino (87 Y%), 54 pelo sexo masculino (12 %) e 1 
tutor não binário (0,2 %). A partir desses dados observa-se que mulheres possuem 


mais animais domiciliados que homens. 


Tabela 1- Conhecimento básico sobre alimentação natural. 











Você conhece ou já ouviu falar em alimentação natural 
ALTERNATIVAS OCORRÊNCIAS PROPORÇÃO % 
Sim 60 55,0 
Não 49 45,0 


























Você considera a ; z rações 
alimentação natural mais eipe aus industrializadas 
ALTERNATIVAS OCORRENCIAS PROPORÇÃO % 
Sim 95 87,2 
Não 14 12,8 





Fonte: Os Autores. 


Na tabela 1 pode-se observar que a porcentagem de tutores que conhecem e 
que desconhecem a alimentação natural são números bem aproximados, sabemos 
como as informaçõeshoje sobre os cuidados com os pets estão cada vez mais 
presentes e com fácil acesso, tornando a internet um dos principais meios de 
informação, como a alimentação é tendência no mercado pet food está presente 
nesses sistemas de Market. Nessa questão obteve 60 respostas para SIM, conheçoa 
alimentação natural (55,0 %) e 49 respostas para NÃO, não conheço alimentação 
natural (45,0 %). A população ainda precisa se informar sobre as opções de 
alimentação existente no mercado pois quase a metade do grupo amostral ainda não 
ouviu falar em alimentação natural, por mais que a mesma ainda esteja chegando no 
estado. 

Nota-se que por mais que algumas pessoas preferem a ração seca pela 


praticidade, o tutor acredita que a alimentação natural é mais saudável que rações 
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industrializadas, sendo que dos 109 participantes 95 indivíduos disseram que SIM 
(87,2%) e apenas 14 acreditam que NÃO (12,8 %). No presente estudo foi 
questionado qual era a visão do tutor em relação a dieta mais saudável, e 87,2 % dos 
tutores consideram que a alimentação natural é melhor em comparação com as 
rações comerciais. A preferência por alimentos que os tutores encontram em sua 
própria dieta, para seus pets vem ganhando o mercado pet food, esse comportamento 
está associado ao antropomorfismo decães e gatos (BUFF, 2014). Pinto (2018) 
realizou uma pesquisa com 174 tutores de animais de companhia, e obteve um 
resultado de 44,2 % de tutores que informaram que a ideia de fazer o aniversário para 
o animal seria interessante e criativa, sendo um modo de introdução de alimentos 


naturais que podem ser utilizados como petiscos. 


Tabela 2- oferta de alimento ao animal. 






































Qual a alimentação ofertada ao animal 
ALTERNATIVAS OCORRENCIAS PROPORÇÃO Y% 
Ração seca 91 83,5 
Ração úmida 19 17,4 
Sobras de alimentos 217 24,8 
Alimentação natural balanceada 6 5,5 
Comida caseira 28 25,1 
Você utiliza a alimentação natural 
ALTERNATIVAS OCORRENCIAS PROPORÇÃO % 
Sim 9 8,3 
Não, mais gostaria 59 54,1 
Não, mais já utilizei 7 6,4 
Não, prefiro ração seca tradicional 34 31,2 











Fonte: Os Autores. 


A tabela 2 demonstra um dado importante nessa pesquisa, como se pode notar 
a maioria dos tutores ofertam ração seca, o que não surpreende por ser o mais prático 
no dia a dia, porém como vimos na literatura pode não ser o mais saudável ao animal, 
o fator importante aqui não é o mais usado pelos tutores, mais sim o menos usado 
que é a alimentação natural balanceada, isso por que é uma tendência de mercado 
que vem crescendo muito na região Sul, Sudeste e Nordeste e a nossa região Norte 
está começando agora a entrar nesse mercado de alimentos, então podemos dizer 
que é novo para o estado de Rondônia e que essa área tem muito a crescer, para isso 
tem uma demanda por profissionais capacitados na área de nutrição pet podendo 


tornar uma realidade em nosso estado. Para esse questionário os tutores poderiam 
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também marcar mais de uma alternativa por exemplo: se o caso ofertam ração seca e 
sobras de alimento. Os dados mostraram que 91 das respostas foram para a ração 
seca (83,5 Y%), 19 para a ração úmida (17,4 %), 27 para sobras de alimento (24,8 %), 
6 respostas para a alimentação natural balanceada (5,5 %) e 28 para comida caseira 
(25,7 %). De acordo com Case, (2011) alimentos secos têm demonstrado grandes 
vantagens ao longo dos anos, tais como a segurança alimentar, maior vida de 
prateleira, compra em maior quantidade e podem oferecer vantagens na higiene oral 
devido a maior mastigação, evitando os acúmulos de placas bacterianas. Em contra 
partida a alimentação natural tem mudado o olhar sob a nutrição de cães e gatos, isso 
ocorre pela participação que esses animais tem na vida do ser humano, aumentando 
a demanda por uma alimentação que traga mais longevidade, saúde, qualidade de 
vida aos animais de companhia (CARCIOFI; JEREMIAS, 2010). 

Essa informação é muito importante para esse estudo pois nota-se que a 
maioria não utiliza alimentação natural (AN), mais gostaria de utilizar. É possível que 
o grande problema seja a falta de oferta da alimentação natural no comercio pet, pois 
existi grande aceitabilidade do produto, principalmente pelo termo natural, que vem 
sendo muito utilizado como fonte de saúde. Nessa pergunta do questionário 9 pessoas 
responderam que utilizam a AN (8,3%) e a maioria em um totalde 59 pessoas 
responderam não, mais gostaria de utilizar (54,1 %), 7 pessoas responderam não, 
maisjá utilizei (6,4 %) e 34 pessoas disseram preferir a ração seca (31,2 %). Uma 
pesquisa buscou avaliaro mercado de alimentação natural em Recife, e alcançou 95 
entrevistados que fazem parte dos consumidores de produtos pet, nessa analise 
obteve-se apenas 8 % dos interrogados que disseram que não pagaria a mais por 
obter um alimento mais adequado, saudável e natural, sendo que 92 % pagaria 10 % 
ou mais do valor da ração comercial para adquirir um alimento natural para seu animal 
de companhia (MOURA, 2017). 
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Tabela 3: hábito alimentar do tutor e a influência deste sobre a dieta do pet. 














HÁBITO ALIMENTAR DO TUTOR OCORRÊNCIA PROPORÇÃO % 
Onívoro 106 97,2 
Vegetariano Z 10 
Vegano 1 0,9 





Você acredita que seu 


animal deve se alimentar 
de vegetarianas 


dietas veganas ou 





ALTERNATIVAS 


OCORRÊNCIAS 


PROPORÇÃO % 





Sim, ele deve apenas ingerir vegetais 


i 


0,9 





Sim, sou vegetariano e o alimento 


Sim, sou vegano e o alimento 


0 


0 


igualmente 








igualmente g o 
Sim, acredito ser mais saudável 36 33,0 
Não, eles são carnívoros e 72 66,1 














necessitam de carne 
Fonte: Os Autores. 


A maior parte da amostra consome produtos de origem animal, sendo que a 
menor parcela ficou para os tutores que possuem o habito alimentar vegano (não 
consomem nada que tenha origem animal), e para os vegetarianos com 2 respostas, 
ficou como intermediário (não comem carne, peixee aves). Uma pesquisa realizada 
com tutores de cães e gatos mostra que 89 % dos tutores são onívoros (GOUVÊA, 
2019), já voltada a pesquisa para o estado de Rondônia pode se notar que é maior 
esse total, sendo 97,2 % de tutores onívoros. 

Pode-se observar que a maior parte dos tutores percebem que cães e gatos 
são carnívoros e acreditam que ele devem consumir carne, apesar que uma boa parte 
desse grupo amostral acredita que dietas veganas e vegetarianas são mais saudáveis 
aos pets, porem apenas uma pessoa disse que seu animal de companhia deve 
apenas ingerir vegetais. É importante constatar que nem um indivíduo acredita que o 
animal deve ingerir dietas veganas ou vegetarianas porque o seu habito alimentar é 
esse. Relembrando que os gatos são carnívoros obrigatórios e os cães são carnívoros 
não obrigatórios, ou seja, eles se adaptaram ao longo dos anos a uma dieta onívora, 
e isso ocorreu por ingerir restos de comida que sobravam nos pratos humanos. A 
maior preocupação para as dietas vegetarianas e veganas são alguns nutrientes 
específicos como a taurina, vitamina A, vitamina B12 e ácido araquidônico, por serem 
nutrientes encontrados em tecido animal, por isso, tutores que desejam alimentar cães 
e gatos com essas dietas, devem tomar o devido cuidado e selecionar os alimentos, 


mantendo os exames sanguíneos em dias para monitorar o nível de nutrientes 
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essenciais no sangue (CASE, 2011). Ainda para Case (2011) estas dietas devem ser 


suplementadas, sendo que para cães é mais fácil balancear a alimentação com os 


nutrientes necessários, do que para gatos, que são carnívoros estritos. 


Tabela 4- controle do consumo de alimentos e a substituição da ração seca pela alimentação natural. 





























O consumo de alimentos pelos animais é controlado ou pesado 
ALTERNATIVAS OCORRENCIAS PROPORÇÃO % 
Sempre 31 280 
As vezes 30 27,5 
Nunca 48 44,0 
Qual o fator que influenciaria Voa Mus apagam pera pela alimentação 
natural 
ALTERNATIVAS OCORRENCIAS PROPORÇÃO % 
A qualidade de vida e maior 51 468 
longevidade para me pet i 
Não sei por falta de 58 532 
conhecimento no assunto , 

















Fonte: Os Autores. 


A questão 1 da tabela 4 se trata do controle de alimento ofertado diariamente, 
sendo um dos principais fatores que podem causar a obesidade ou desnutrição, 
percebe que a maioria dos tutores que participaram da pesquisa nunca realiza esse 
controle da quantidade de alimentos ou até mesmonão sabem como fazer esse 
controle, e a menor parte do grupo controla a alimentação do seu animalde companhia. 

Na questão 2 trata-se da opinião do tutor em relação a substituição da ração 
seca pela alimentação natural (AN), e os resultados são próximos pois 46,8 % dos 
tutores trocaria a alimentação do pet visando maior saúde e qualidade de vida e já 


53,2 % dos tutores dizem não ter conhecimento sobre esse assunto. 


4. CONCLUSÕES 

Foi observado a importância de realizar uma conscientização dos tutores de 
cães e gatos sobrea necessidade do correto manejo alimentar desses pequenos 
animais com base nas exigências nutricionais dos pets domiciliados no estado de 
Rondônia. É importante que o tutor esteja mais atento aos seus animais e as suas 
necessidades, pois nesse estudo vemos que o conhecimento sobrea nutrição e 
cuidados necessários com os pets é bem escasso. As responsabilidades de ter 
animais domiciliados são muitas, e se o conhecimento for insuficiente sobre o assunto, 
deve-se pesquisar e sempre consultar um profissional para manter a saúde e o bem- 
estar dos animais de companhia. 
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CAPÍTULO 07 


ANÁLISE PRODUTIVA DE DOIS PERÍODOS DE SAFRA DO MARACUJAZEIRO 
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RESUMO: O maracujazeiro azedo apresenta uma vasta disponibilidade de uso, 
entretanto devido seu alto custo de produção, mapear fatores e períodos que 
influenciam na produtividade e qualidade do fruto, são fundamentais. Desta forma o 
objetivo deste trabalho é avaliar a produtividade e qualidade do fruto do maracujazeiro 
azedo em função de diferentes épocas de colheita ao longo de diferentes períodos de 
safra. A pesquisa foi conduzida no município de Presidente Médici, no estado de 
Rondônia, utilizando 2 períodos de safra em função de 2 áreas, como tratamento. 
Estes períodos de safra foram compostos por 13 repetições por tratamento e 5 
variáveis. O delineamento experimental foi conduzido em delineamento inteiramente 
casualizado (DIC). As variáveis avaliadas foram Peso de frutos (PF), período médio 
de colheita (PMC), porcentagem de frutos cortados (Y%FC), porcentagemde perca 
(%PC) e Sólidos solúveis (ºBrix). A análise estatística foi submetida ao teste de Tukey 
a 5 % de probabilidade. Obtendo-se que as safras durante o primeiro ano de plantio 
não apresentaram diferença significativa na produtividade, afetando somente a 
quantidade de frutos viáveis e a quantidade de perca. A qualidade do fruto em 
relação à quantidade de sólidos solúveis não foi influenciada em relação aos dois 
períodos de safra. 


PALAVRAS-CHAVE: Produtividade, Colheita, Perca de frutos, Sólidos solúveis. 
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ABSTRACT: The sour passion fruit has a wide availability of use, however due to its 
high production cost, mapping factors and periods that influence fruit productivity and 
quality are essential. In this way the objectiveof this work is to evaluate the productivity 
and quality of the fruit ofthe sour passion fruit in functionof different harvest times over 
different periods of harvest. The research was conducted in the municipality of 
Presidente Médici, in the state of Rondônia, using 2 harvest periods depending on 2 
areas, as treatment. These harvest periods were composed of 13 repetitions per 
treatment and 5 variables. The experimental design was conducted in a completely 
randomized design (DIC). The variables evaluated were fruit weight (PF), average 
harvest period (PMC), percentage of cut fruit (YFC), percentage of loss (% PC) and 
soluble solids (ºBrix). The statistical analysis was subjected to the Tukey test at 5 % 
probability. Obtaining that the harvests during the first year of planting do not dissipate 
difference in productivity, affecting only the amount of viable fruits and the amount of 
loss. The quality of the fruit in relation to the quantity of soluble solids was not 
influenced in relation to the two harvest periods. 


KEYWORDS: Productivity, Harvest, Fruit loss, Soluble solids. 
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1. INTRODUÇÃO 

A palavra maracujá é de origem tupi, que significa alimento em forma de cuia. 
O maracujazeiro pertence à família Passifloraceae, composta por 18 gêneros e cerca 
de 630 espécies, amplamente difundida em regiões tropicais e temperadas. O gênero 
Passiflora é o de maior importância econômica, sendo composta por 129 espécies, 83 
endêmicas do Brasil (CERVI et al., 2010). 

Por se tratar de uma planta de clima tropical e subtropical o maracujá azedo é 
amplamente cultivado no mundo, os principais produtores são Brasil, Colômbia, 
Equador e Peru (SANTOS, 2016). O Brasil é o maior produtor mundial de maracujá, 
estima-se que em 2012, quando os plantios retomaram crescimento, o pais contou 
com 61,63 mil hectares colhidos com produtividade média de 14,97 toneladas por 
hectare ano (IBGE, 2012). 

A região norte do pais é responsável por uma produção média de 38.309 
toneladas de maracujá e produtividade média de 11,32 toneladas de maracujá por 
hectare. Em Rondônia a produção de maracujazeiro está distribuída em 
aproximadamente 359 hectares com produtividade média de 9,87 toneladas por 
hectare, movimentando a economia de quase todo o estado (EMBRAPA, 2019). 

As cultivares de maracujá mais cultivadas em Rondônia são as regionais 
oriundas de seleção feita pelos produtores, selecionando frutos produtivos da 
própria lavoura, seguidas de cultivares melhoradas geneticamente, bem como as 
cultivares FB 200 Yellow Master e FB 300 Araguari, Scs 437 Catarina, BRS Gigante 
Amarelo, BRS Sol do Cerrado, BRS Ouro Vermelho, BRS Rubi do Cerrado, entre 
outras (CUNHA, 2013). 

O maracujazeiro quando manejado de acordo com sua necessidade fisiológica 
pode resultar em um período de colheita estendido e distribuído ao longo do ciclo 
produtivo, este pode variar entre 6 meses a 12 meses, variando de acordo com o clima 
da região. A planta pode se manter produtiva até 3 anos de idade, entretanto tende a 
reduzir seu potencial (NETO et al., 2015). 

A alguns fatores que pode vir a influenciar significativamente a produtividade 
do maracujazeiro é a incidência de pragas, oscilando de acordo com o período do 
ano. Há espécies que aumentam sua infestação em períodos específicos, reduzindo 
a área fotossintética da planta, abortando flores e frutos, podendo ainda ocasionar 
lesões no caule e raiz, apresentando a importânciada escolha correta de variedades 
tolerantes para região (OLIVEIRO e FRIZZAS, 2014). 
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Segundo Aular et al. (2014) a ação do clima, características e fertilidade do 
solo, manejo de adubação e irrigação se relacionam diretamente com a produtividade 
do maracujazeiro. Entre outrosfatores que possam vir a afetar a produtividade e 
qualidade dos frutos, são número de frutos, peso, ou ainda diâmetro dos frutos, 
rendimento de poupa e espessura de casca, desta forma deve-se utilizar cultivares 
com maiores índices reprodutivos (SANTOS, 2015). 

Existem alguns fatores que definem a qualidade do fruto de maracujá e 
agregam o valor ao fruto, entre estes se encontra oº Brix, que representa a quantidade 
de sólidos solúveis na poupa do fruto, este sólido nada mais é que o açúcar total, 
podendo ser ele a sacarose, frutose entre outros. O maracujá azedo possui um ºBrix 
em torno de 4º a 16º variando em função da cultivar, considera-se em nível de 
maturação e doçura ideal (NUNES e SILVA, 2013; ANDRADE et al., 2013). 

Devido ao custo de produção do maracujazeiro azedo ser significativamente 
elevado, mapear fatores e períodos que influenciam na produtividade e qualidade do 
fruto, são fundamentais para manter a viabilidade da produção e garantir o retorno 
financeiro para o agricultor, além de prepara- lo para evitar e contornar possíveis 
situações adversas (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016). 

Desta forma o objetivo deste trabalho é avaliar a produtividade e qualidade do 
fruto do maracujazeiro azedo em função de diferentes épocas de colheita ao longo de 


diferentes períodos de safra. 


2. MATERIAIS E MÉTODOS 

O estudo foi realizado em uma lavoura de maracujá localizada no município de 
Presidente Médici, Rondônia. Situado nas coordenadas 11º 08' 48" Se 61º 53'50" O 
(IBGE, 2019). O município se encontra a uma altitude de 185 metros sobre o nível 
do mar e se apresenta enquadrado em classificação climática do tipo equatorial 
quente e úmido, com temperatura média entre 20 a 36ºC e precipitação na faixa de 
1.400 e 2.500 milímetros por ano (SEDAM, 2008). 

A implantação da área experimental ocorreu no ano de 2019, dividindo-a em 
duas lavouras, conduzidas por produtores diferentes, as áreas apresentam 3,2 e 3,4 
hectares respectivamente. Ambos possuem 2500 plantas, ou seja, cerca de 781 
plantas por hectare, plantadas em espaçamento de 3 metros entre linhas e 4 metros 
entre plantas, contando com aproximadamente 40 ruas e 62 plantas por rua, oscilando 


em função da irregularidade do terreno, levando em consideração Junior et al. 2012. 
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Desta forma o delineamento experimental foi conduzido em delineamento 
inteiramente casualizado, apresentando colheita uniforme na lavoura experimental. 
Segundo Duart (2020) o DIC ou experimento inteiramente ao acaso pode ser utilizado 
em situações em que o material seja semelhante e se apresente em condições 
uniformes. 

Os tratamentos foram divididos da seguinte forma: duas áreas de tratamento 
conduzidas por produtores diferente, em função de 2 períodos de safra, período de 
dezembro de 2019 a janeiro de 2020 e março a abril de 2020 para ambas as áreas, 
estes períodos de safra foram compostos por 13 repetições por tratamento e 5 
variáveis. 

A irrigação do local é do tipo microjet com vazão estipulada em 27 litros por 
hora, irrigada separadamente por fontes de irrigação independentes e tanques 


distanciados, contando com caixas para ferti-irrigação. 


Figura 01: Imagem das áreas de colheita de frutos de maracujá azedo na cidade de Presidente 
Médici, RO. 





Fonte: Google Earth Pro (2019). 


As amostras de solo foram coletadas aleatoriamente ao longo da área 
experimental em profundidade de 0-20 e de 20-40 centímetros, coletando-se 30 
amostras simples, homogeneizando e retirando uma amostra composta para cada 
profundidade analisada, identificando e colocando-as para secar a sombra, 
posteriormente encaminhando ao laboratório de solos (ROSSETTO E SANTIAGO, 
2006). 

Para preparo do solo, a camada superior foi revolvida por meio de uma 
gradagem, posteriormente foi realizada a calagem com 1,2 toneladas de calcário para 
ambas as áreas, cerca de 600 Kg por área, em área total, seguindo de uma segunda 
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mão de grade para incorporar o calcário nosolo, levando em consideração o manual: 
Recomendações para o uso de corretivos e fertilizantes em Minas Gerais, 5º 
aproximação (RIBEIRO et al., 1999). 

A adubação de plantio foi realizada na cova, essa perfurada com perfurador 
mecânico com aproximadamente 30 centímetros de largura e 60 centímetros de 
profundidade. A adubação contou com 300 gramas de superfosfato triplo na cova 20 
dias antes do plantio. As demais adubações foram realizadas em cobertura parceladas 
a cada 15 dias. 

As mudas utilizadas oriundas de sementes da cultivar Santa Catarina linha da 
Flora Brasil Sementes, foram semeadas em copos plásticos 2 sementes por copo 
semeadas a aproximadamente 1 centímetro de profundidade. Estas foram 
transplantadas a campo após apresentarem-se com cerca de 14 a 30 centímetros de 
altura, geralmente entre 40 a 70 dias após semeadura (GONTIJO, 2017). 

A adubação e o controle de pragas foram realizados de acordo com a demanda 
nutricional e sanitária da planta, sendo as adubações feitas a cada 15 dias em 
aplicação foliar, via solo e ferti irrigação, já o controle de pragas e doenças foram 
realizados via aplicação tratorizada utilizando produtos registrados para a cultura. 

Os dados foram coletados da seguinte forma, após o período de maturação dos 
frutos, estes foram coletados no ponto de colheita, ou seja, quando os frutos 
apresentaram 65 % da casca com coloração amarela ou ainda frutos caídos ao solo, 
seguindo os padrões de Silva et al. (2005). Os frutos colhidos foram colocados em 
caixas de PVC, próprio para o transporte de frutos, então encaminhados para o salão 
de recepção onde foram pesados, desinfestados com hipoclorito de sódio a 5 %, 
posteriormente separados os frutos com danos dos frutos sadios (REIS et al., 2007). 

Após a seleção dos frutos, os frutos com perca foram realocados em caixas 
para quantificar a perca, posteriormente foram encaminhados para a área de descarte. 
Já os frutos saudáveis foram cortados e analisados qualitativamente. 

Foram analisadas as seguintes variáveis: Peso de frutos em Kg (PF), período 
médio de colheita por área em relação aos meses avaliados (PMC), porcentagem de 
frutos cortados (YFC), porcentagemde perca (Y%PC) e ºBrix (ºBX). 

Para obter-se o peso médio dos frutos coletados por dia, foi utilizada uma 
balança industrial com capacidade para 300 kg, em que as caixas serão empilhadas 
em dezenas, anotando-se o peso, ao final de cada pesagem foi descontado 2,8 Kg 


referente ao peso das caixas (GRIGOLO et al., 2018). 
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Para obter-se o período médio de colheita por área em relação aos meses 
avaliados (PMC), foi feito o cálculo de acordo com a metodologia de Maio, (2014): 


PRMC= ND/MÊS+ NS 
Em que: 
PRMC, Referindo-se ao Período médio de colheita; 
ND, Corresponde ao Número de dias; 


NS, Representando o Número de semanas 


A porcentagem de frutos cortados foi contabilizada durante o momento da 
recepção dos frutos selecionados, bem como a porcentagem de perca levando em 


conta Cenci et al. (1997). Utilizando aseguinte fórmula: 


Y%FC= Frutos cortados x 100Frutos totais 


A porcentagem de perca foi calculada conforme a formula anterior, onde: 


%PC= Frutos injuriados x 100Frutos totais 


A obtenção do ºBrix consistiu na coleta do sulco da poupa dos frutos do lote 
obtido no dia, sem diluição em água, com auxilio de um refratômetro da marca ATC, 
numeração RSG-100 ATC. Com aparelho devidamente calibrado, pingou-se duas 
gotas do suco sobre o prisma com auxílio de uma pipeta, fechando-o posteriormente, 
observando a marcação entre a área iluminada e a área escura, anotando os valores. 
Os resultados não foram submetidos ao reajuste do ácido, pois foi avaliado em 
temperatura controlada de 20ºC (OCDE, 2006). 

Estes processos foram repetidos durante cada recepção de frutos obtidos entre 
1 a 3 vezes na semana durante todo o período de colheita. Sendo contabilizado e 
anotado para o posterior processamento dos dados. 

A análise estatística foi submetida ao teste de análise de variância (ANOVA), 
após constatada diferença estatística este foi submetido ao teste de Tukey a 5 % de 
probabilidade. 
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3. RESULTADOS E DISCUÇÃO 

A tabela a seguir (Tabela 1) demonstra que houve apenas significância 
estatística em relaçãoa área avaliada, para as variáveis porcentagem de frutos 
cortados (%PC), porcentagem de perca (Y%PC) e sólidos solúveis (ºBrix), 
apresentando significância de p>0,05. A variável peso de frutos obtidos por colheita 
(PF) expressos em Kg, bem como a avaliação em comparação entre as áreas de 


plantio e a interação entre área versus ano não demonstraram diferença significativa. 


Tabela 1: Análise de variância (ANOVA) para o teste de dados quantitativos referentes à análise 
produtiva de dois períodos de safra do maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims) no estado de 





























Rondônia. 
TESTE F 
Causa de variação GL PF YhFC Y%PC ºBrix 
Área 1 0,59NS 4,49 4,46 4,18" 
Plantio 1 1,89 NS 3,86NS 3,76 NS 0,004 NS 
Área*Plantio 1 0.40 NS 0,85NS 0,83 NS 0,147 NS 
Erro 48 
Total corrigido 51 
CV (Y%) 101,88 0,69 23.21 3,64 
Média Geral 1254.08 97,13 2,85 11,91 























*Significantemente a 5 % de variação pelo teste F; NS não significantemente pelo teste F; GL = grau 
de liberdade; CV= Coeficiente de variação. Teste deTukey. PF- Peso de frutos recebidos por 
colheita, %FC- Porcentagem de frutos cortados, %PC- Porcentagem de percas, “Brix- Sólidos 
solúveis, PMC-Período médio de colheita mensal. 


De acordo com a tabela a seguir (Tabela 2) é possível observar que em relação 
ao peso de frutos obtidos em ambas áreas bem como em ambos os anos assim como 
o ºBrix, não demonstraram diferença significativa. Por outro lado, a variável 
porcentagem de frutos cortados (%FC) demonstrou-se superior estatisticamente para 
a área 1 no ano de 2020 e área 2 em ambos anos, a porcentagem de perca (Y%PC) 
demonstrou-se estatisticamente superior para o ano de 2019 na área 1, não diferindo- 


se entre os períodos de avaliação para área 2 e área 1 2020. 
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Tabela 2: Dados quantitativos referentes ao peso de frutos por colheita em Kg (PF), Porcentagem de 
frutos Colhidos (%FC), Porcentagem de perca de frutos (Y%PC), Sólidos solúveis (ºBrix), obtidos 
através de à análise produtiva de dois períodos de safra do maracujazeiro azedo (Passiflora edulis 
Sims) no estado de Rondônia. Presidente Médici. RO. Safra de 2019/2020. 


























VARIÁVEIS 
TRATAMENTOS pr“? W%FC Y%PC ºBrix 
A1 2019 1032 A 96,67 B 3,31 A 11,81 A 
A1 2020 1745 A 97,23 À 2:19 B MIT A 
A2 2019 987 A 97,20 A 2 9b 12,01 A 
A2 2020 1251 A 97,42 A 2,97 B 12,06 A 
CV % 101,88 0,69 23:21 3,64 

















Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na coluna não diferem estatisticamente à nível de 5% 
de probabilidade pelo teste de Tukey. 


Em relação à produtividade do maracujazeiro azedo observa-se tendência ao 
aumentogradativo da produção de frutos até o segundo ano de colheita onde 
expressa seu maior potencial produtivo, havendo posterior queda e encerramento do 
ciclo produtivo no seu terceiro ano, quando cultivado em áreas tropicais ou com 
condições ideais e ausência de geadas (STENZEL et al., 2019). 

Desta forma, possivelmente por se apresentar ainda no primeiro ano de ciclo 
produtivo o peso de frutos obtidas por colheita (PF), presente na (Tabela 2) não 
apresentou diferença estatística em relação as áreas e aos períodos avaliados. 
Entretanto a porcentagem de frutos cortados por colheita (YFC) e porcentagem de 
perca (Y%PC) apresentaram diferença estatística se comparada as áreas 1 e 2 
respectivamente, demonstrando que a área 1 em 2019 resultou menos frutos cortados 
e maiores percas se comparado a 2020 e a área 2 na safra de 2019 e de 2020. 

Melo et al. (2001) descreve que ao avaliar diferentes cultivares em três anos de 
safra obteve que o segundo ano apresentou melhores resultados produtivos devido a 
maior formação vegetal e a influencia de melhores condições climáticas oferecidas no 
segundo ano de avaliação. 

Existem diversos fatores que podem resultar em menores quantidades de frutos 
cortados, frutos aptos ao processamento, dentre esses encontra-se a porcentagem 
de perca de frutos por danos de pragas ou doenças, queimaduras ocasionadas pelo 


sol, deficiência nutricional bem como a deficiência de cálcio, ou viroses que ocasionam 
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a murcha e abortamento do fruto, até mesmo abscisãode flores não fecundadas ou 
contaminadas pelo mofo branco (SENHOR ef al., 2009). 

Desta forma mesmo que haja uma boa floração, os frutos permaneçam na 
planta mãe até o momento de colheita, isento de ataque de pragas ou doenças, se 
colhido após cair ao chão, apresentar algum dano mecânico ou ainda ficar na lavoura 
exposto a intempéries e demorar ser encaminhado aolocal de armazenamento pode 
ainda resultar em perca desses frutos por lesões na casca e dano na poupa 
inviabilizando-o (SILVA et al., 2008). 

Relacionando aos fatores que ocasionam as percas dos frutos e reduzem a 
porcentagem de frutos cortados, nota-se na Tabela 2 que a porcentagem de perca 
(%PC) obtida é proporcional a menor quantidade de frutos cortados, sendo assim, a 
área 1 no ano de 2019 apresentou-se com maiores percas se comparado 2020 ou a 
área 2. 

Neste caso a maior porcentagem de perca resultante da colheita do período de 
dezembro de 2019 a janeiro de 2020 ocorreu em função do período de colheita, 
queimaduras pelo sol dos frutos ainda na planta mãe, sendo infectado por fungos 
saprofíticos alimentando-se dos tecidos mortos do fruto e resultando no 
comprometimento da poupa. 

Outro fator importante foi à incidência de percevejos na lavoura, perfurando o 
epicarpo e mesocarpo do fruto, resultado em infecções de parasitas saprofíticos como 
o Aspergillus niger ou ainda por esporos de fungos presentes na lavoura bem como 
a antracnose ocasionada pelo agente causal (Colletotrichum gloeosporioides) e a 
cercosporiose no maracujá ou mancha de cercospora causada pelo fungo (Cercospora 
passiflorae), resultando na deterioração e descarte do fruto (LAZIA, 2012). 

Fator que pode resultar nesta diferença de perca por ataque de pragas pode 
ser o manejo de pragas e doenças, desta forma a flutuação de população de uma área 
para a outra pode ocorrer devidoo período de aplicação de defensivos em aplicação 
curativa e preventiva, quando se á uma infestaçãoem uma área vizinha é necessário 
que a área próxima se previna com uma aplicação preventiva eliminando a praga da 
área, fator ao qual pode ter reduzido à porcentagem de perca na safra do ano posterior 
(ÁVILA et al., 2009). 

Petry, (2017) descreve que para evitar redução dos danos e perca de frutos, 
deve-se realizar colheitas continuas e evitar danos mecânicos durante o processo a 


fim de reduzir o apodrecimento e desidratação dos frutos. Os frutos danificados não 
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servem para comercialização devendo estes serem descartados. 

Quanto ao grau Brix (Tabela 2) para as áreas em relação a colheita em 2019 e 
2020, ambos períodos de colheita bem como as áreas 1 e 2 não demostraram 
diferença estatística. De acordo comas características do maracujazeiro azedo, os 
valores ficaram dentro do desejado, ainda que considerado ácido, apresenta a 
quantidade de sólidos solúveis dentro dos padrões de comercialização que estipula 
11ºBrix (BRASIL, 2003). 

Valores semelhantes foram obtidos por Álvares et al. (2010) obtendo valores 
médios de 13,71 % e 11,76 %, avaliando dois estabelecimentos no estado do Acre. 
Diferente do encontrado por Séssa (1985) referente a 14,00ºBrix, demonstrando-se 
mais ácido. 

O sólido solúvel obtido pode não ter sido alterado devido à característica da 
variedade juntamente com a nutrição equilibrada de potássio, nutriente que influencia 
diretamente na acidez dofruto, além do período de colheita ser realizado com frutos 
em estado de maturação e de frutos já caídos dos pés. 

O gráfico a seguir (Gráfico 1) representa o período médio de colheita dos frutos 
por semana, na área 1 e 2 nos anos de 2019 e 2020, demonstrando a curva da linha 
de tendência de maior período de colheita da lavoura. 


Gráfico 1: Período médio de colheita obtido através através de à análise produtiva de dois 
períodos de safra do maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims) no estado de Rondônia. 
Presidente Médici. RO. Safra de 2019/2020. 
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Fonte: Os Autores. 
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O (Gráfico 1) demonstra que a maior quantidade de colheitas durante a semana 
ocorreram nomês de janeiro e março, ou seja, final da primeira safra de 2019/2020 e 
no mês de março representando o inicio da colheita da segunda safra de 2020. 

Em relação as áreas de colheita no mês de dezembro não apresentaram 
diferença, no período que representava o inicio da colheita, em janeiro a área 2 
apresentou maior quantidade de dias de colheita durante a semana. Já na segunda 
safra a área 1 resultou em maior quantidade em torno de 2,5 dias por semana, 
decrescendo no final da safra no mês de abril. A área 2 foi conduzida com colheitas 
mais uniformes sem apresentar brusco crescimento ou declínio mantendo-se entre 1 a 
2 dias por semana. 

O período médio de colheita pode ser influenciado pelo índice de maturação da 
lavoura, bem como a intensidade de colheita estipulada pelo agricultor, entretanto 
nota-se que a segunda safra já se demonstrou com maior índice de maturação em 
relação à primeira, por se tratar de um fruto climatérico, pode ser influenciado pela 
horas de luz por dia, temperatura ou ainda maior desenvolvimento vegetativo da 
planta, obtendo maior desenvolvimento foliar e radicular e consequentemente foto 
assimilados propiciando um rápido desenvolvimento e enchimento dos frutos (COSTA 
et al., 2002). 

Avaliando as áreas em função dos períodos de colheita é possível observar 
que a área 1 na primeira safra apresentou-se estatisticamente inferior aos demais 
tratamentos. A área 2 em ambas safras e área 1 safra de 2020 não diferiram 
estatisticamente em relação as variáveis avaliadas, o período de safra de 2020 
demonstrou-se com maior período médio de colheita se comparado a 2019. 


4. CONCLUSÃO 

De acordo com os dados obtidos conclui-se que as safras durante o primeiro 
ano de plantio não apresentaram diferença significativa na produtividade, afetando 
somente a quantidade de frutos viáveis e a quantidade de perca através dos frutos 
descartados. 

A qualidade do fruto em relação à quantidade de sólidos solúveis não foi 
influenciada em relação aos dois períodos de safra. 
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate the antibacterial and antibiofilm activity of a 
P. peruviana calyx extract. Goldenberry calyx extracts were prepared with 60 % (v/v) 
ethanol. Minimum inhibitory concentration(MIC) analyses were performed by the 96- 
well plate microdilution method together with the minimum bactericidal concentration 
(MBC). Biofilm inhibition and destruction was performed in microdilution plates. The P. 
peruviana calyx extract presented antibacterial activity against the pathogens analyzed 
(Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Klebsiella pneumoniae ATCC 1705, 
Staphylococcus epidermidis (clinical isolate), Streptococcus pneumoniae ATCC 
99619, Pseudomonas aeruginosa PAO1, Enterococcus faecalis ATCC 29212, 
Escherichia coli (clinical isolate), Shigella sonnei (clinical isolate), Acinetobacter 
baumannii ATCC 19606, Streptococcus agalactie (clinical isolate), Acinetobacter 
baumannii (clinical isolate), Salmonella sp. (clinical isolate), Salmonella enteritidis 
(clinical isolate), and Staphylococcus aureus (clinical isolate)). MIC varied from 3.15 to 
30 mg/mL extract and showed bacteriostatic activity against eight pathogens and 
bactericidal activity at 30 mg/mL concentration against six strains. Biofilm tests 
revealed biofilm formation inhibition, although there was no destruction. According to 
these results, the potential antibacterial activity of P. peruviana calyx extract was 
verified. This will enable further studies to becarried out to contribute to its use in the 
food industry as a preservative of natural origin and other clinical applications. 


KEYWORDS: Biofilm, goldenberry, minimum inhibitory concentration, minimum 
bactericidal concentration. 


RESUMO: Este estudo teve como objetivos avaliar a atividade antibacteriana e 
antibiofilme do extrato do cálicede P. peruviana. Os extratos do cálice de goldenberry 
foram preparados com etanol 60 % (v/v). As análises de concentração inibitória mínima 
(CIM) foram realizadas pelo método de microdiluição em placas de 96 poços, 
juntamente com a concentração bactericida mínima (CBM). A inibição e destruição de 
biofilme foi realizada em placas de microdiluição. O extrato do cálice de P. Peruviana 
apresentou atividade antibacteriana frente aos patógenos analisados (Enterobacter 
aerogenes ATCC 13048, Klebsiella pneumoniae ATCC 1705, Staphylococcus 
epidermidis (isolado clínico), Streptococcus pneumoniae ATCC 99619, Pseudomonas 
aeruginosa PAO1, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli (isolado 
clínico), Shigella sonnei (isolado clínico), Acinetobacter baumannii ATCC 19606, 
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Streptococcus agalactie (isolado clínico), Acinetobacter baumannii (isolado clínico), 
Salmonella sp. (isolado clínico), Salmonella enteritidis (isolado clínico), e 
Staphylococcus aureus (isolado clínico). A CIM variou de 3,15 a 30 mg/mL de extrato, 
demonstrando atividade bacteriostática frente a oito patógenos e atividade bactericida 
na concentração de 30 mg/mL frente aseis cepas. Os testes de biofilme revelaram 
inibição da formação de biofilme, embora não tenha havido destruição. De acordo com 
esses resultados, foi verificada a potencial atividade antibacterianado extrato do cálice 
de P. peruviana. Isto possibilitará que novos estudos sejam realizados para contribuir 
na sua utilização na indústria de alimentos, como um conservante de origem natural 
e outras aplicações clínicas. 


PALAVRAS-CHAVE: Biofilme, goldenberry, concentração inibitória mínima, 
concentração bactericida mínima. 
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1. INTRODUCTION 

Among the new natural sources, Physalis peruviana has been studied for its 
antimicrobial potential. Ertúrk et al. (2017) [1] evaluated the antioxidant and 
antimicrobial activity of ethanolicextracts from different parts of P. peruviana (fruit, 
seed, root, body and leaf). Seeds and fruit were the most effective of the plant in terms 
of its antimicrobial activity. In another study, the dimethyl sulfoxide extract of P. 
peruviana fruit inhibited the growth of microorganisms used in the test [2]. All parts of 
the P. peruviana plant may be potential sources of antimicrobial agents, the most 
potentbeing leaf extracts in dichloromethane [3]. In addition, the ripe berries and leaves 
of P. peruviana were evaluated and the ethanolic extracts were more effective than the 
aqueous ones [4]. 

P. peruviana fruit is usually marketed without its calyx; consequently, the waste 
generated byits trade is substantial. Colombia is the world's leading producer of P. 
peruviana, which represents the country's second largest exported product. However, 
waste generated by the agro-industrial sector, particularly fruit and vegetable waste, is 
a major economic and environmental issue for many companies, as it is up to them to 
assume the cost of their management [5]. 

The bacteria used in this study were chosen due to their clinical and food 
industry interest. Some strains used were based on the World Health Organization's list 
of priority microorganisms for research and development of new antibiotics. Among 
them, Priority 1: CRITICAL (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and 
the Enterobacteriaceae family). Priority 2: HIGH (Staphylococcus aureus and the 
Salmonellae family). Priority 3: MEDIUM (Streptococcus pneumoniae and Shigella 
spp. [6]. In addition to these, Staphylococcus epidermidis was also studiedbecause of 
its clinical interest [7]. The other studied foodborne pathogens that can cause 
foodborne diseases are (Salmonella sp. Salmonella enteritidis, Staphylococcus 
aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, 
Escherichia coli, Shigella sonnei, and Streptococcus agalactie) [8]. 

P. aeruginosa PAO1 is a Gram-negative rod and considered a standard biofilm- 
producing strain and important pathogen for this study. A biofilm is a complex of 
bacterial cells lined with a polysaccharide layer that acts as a protective factor for 
bacteria against antimicrobial attacks and thehost immune system. The formation of 
biofilms causes considerable problems in the medical and industrial area, as these 


structures cause greater resistance to treatment with antibiotics and biocides. 
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Resistance to antibiotic therapy and emergence of multiresistant strains is worrisome, 
and new therapeutic approaches are required [9]. 

Several chemical preservatives are used to control these foodborne pathogens 
[10]. However, due to the increased awareness of the side effects of these additives, 
there is a growing consumer demand for natural products in place of chemical 
preservatives. In recent years, research on natural antimicrobial compounds has 
increased at a rapid pace [11]. 

There are a variety of natural preservatives from different sources and with 
different preservation properties, such as plant extracts, essential oils, organic acids 
(acetic, ascorbic, tartaric,malic, and citric), lactic acid bacteria and bacteriocins from 
microbiological sources, and chitosan ofanimal origin [12]. Plants that possess these 
properties have bioactive compounds that act to protectplants from microbiological 
attacks, although they can also be exploited and employed by humans assources of 
food and medicine [13]. 

Thus, P. peruviana calyces are an important by-product that deserves further 
study in order that different sources of reuse can be explored and the database on 
their antimicrobial activity expanded. Therefore, the aim of this study was to evaluate, 
for the first time, the antibacterial activity against different microorganisms and 
antibiofilm activity against Pseudomonas aeruginosa of P. peruviana calyx extract for 
therapeutic and food application. 


2. MATERIAL AND METHODS 

Material: P. peruviana calyces were obtained from Italbraz (Vacaria, Brazil - 
28:0:44 S and 50:56:02 W) in the 2016/2017 harvest. Mueller Hinton broth (Himedia8) 
and Mueller-Hinton agar (Sigma-Aldrichº) and crystal violet (Sigma Chemical?) were 
used. 

Microorganisms and inoculum: American Type Culture Collection (ATCC) 
bacterial strains and clinical isolates provided by the UFSM Department of 
Microbiology and Parasitology were used [Enterobacter aerogenes ATCC 13048, 
Klebsiella pneumonia ATCC 1705, Escherichia coli (clinical isolate), Staphylococcus 
epidermidis (clinical isolate), Streptococcus pneumoniae ATCC 99619, Shigella 
sonnei (clinical isolate), Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Streptococcus 
agalactie (clinical isolate), Acinetobacter baumannii (clinical isolate), Pseudomonas 


aeruginosa PAO1, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Salmonella sp. (clinical 
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isolate), Salmonellaenteritidis (clinical isolate), and Staphylococcus aureus (clinical 
isolate)]. The bacterial inoculum sizes were standardized according to CLSI guidelines 
(2017) [14]. Isolated colonies were grown for18 and 24 h in Mueller Hinton Agar and 
the suspension prepared in saline solution (NaCl 0.85 %) with density adjusted to 0.5 
on the McFarland scale (1.5x10º CFU/mL). 

Extraction: The calyx extracts were prepared following Bazana et al. (2019) 
[15]. The P. peruviana calyces (3 9) were separated from the fruit, submitted to knife 
milling (Mill MA 630/1- Marconi) (speed = 5 rpm, time = 10s), added with 50 mL of 60% 
ethanol (v/v), and submitted to stirring in a homogenizer (Shaker model TE 421-Tecnal, 
Piracicaba, SP, Brazil) at 200 rpm for 2 h. Afterwards, the extracts were filtered in a 
qualitative filter (Fitec) for coarse separation of the calyx.Subsequently, the extract was 
subjected to filtration in a polypropylene syringe (0.22-ym pore size) (Chromfilter) and 
kept in a refrigerated environment. 

Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) and 
minimum bactericidal concentration (MBC): The MICs were determined by the 
microdilution method according to Clinical and Laboratory Standards Institute [14]. The 
assay was carried out in 96-well- microplates using Mueller Hinton broth (MHB). 
Several concentrations of P. peruviana calyx extract(60; 30; 15; 7.5; 3.75; and 1.87 
mg/mL) was diluted in ethanol 60 % (v/v) and added in wells with MHB and the 
suspension with microorganism (0.5 MacFarland scale). The positive control was 
considered the well with the bacterial suspension and MHB while the negative control 
was MHB andextract. A control with ethanol 60 % (v/v) was performed to discard the 
diluent activity. The plates were incubated at 37 “ºC and the minimum inhibitory 
concentration (MIC) was recorded after 24 h ofincubation. 2,3,5-triphenyltetrazolium 
chloride was used as an indicator which develop a red colour in the microbial grown. 
The assays were performed in triplicate. The MICs were defined as the lowest 
concentration that inhibits visible bacterial growth. The determination of the MBC was 
performed inconjunction with the MIC, using the method proposed by Courvalin (1985) 
[16]. After the determination of MIC, wells containing visible or non-visible growth were 
transferred to Petri dishescontaining the solid Mueller-Hinton agar and incubated at 37 
ºC for 18-24 hours. After this period, the number of colonies per plaque was 
determined and the MBC was defined as the lowest concentration of the extract that 
presented 0.01 % viable bacteria. 

Biofilm inhibition: For this analysis, 15 uL of inoculum were pipetted with 100 
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uL MHB and 100 pL of extract, in MIC and subinhibitory concentrations into four wells 
of a sterile flat- bottomed microtiter plate. After incubation for 24 hat 37 ºC, all of the 
planktonic microorganisms were removed and washed with distilled water three times. 
The biofilm was visualised by adding 200 uL of 0.1 % crystal violet solution to each well. 
The microplates were washed with distilled water andair-dried. To solubilize the biofilm, 
200 uL of 95 % ethanol was added. The solution was transferredto a new microtiter 
plate and the biofilm formation was revealed by measuring the absorbance at 570nm 
in a microplate reader. For the control culture, broth was used for negative control and 
only P. aeruginosa PAO1 inoculum for positive control [17]. 

Biofilm destruction: 15 uL of inoculum with 185 uL of MHB was pipetted into 
four wells of a sterile flat-bottomed microtiter plate. After incubation for 24 hat 37 ºC, 
the planktonic microorganisms were removed from the wells and the extracts added in 
MIC and sub-inhibitory concentrations. After incubation for 24 h at 37 ºC, all of the 
planktonic microorganisms were removedand washed with distilled water three times. 
The biofilm was visualised by adding 200 uL of 0.1% crystal violet solution to each 
well. The microplates were washed with distilled water and air-dried. To solubilize the 
biofilm, 200 uL of 95 % ethanol was added. The solution was transferred to a new 
microtiter plate and the biofilm formation was revealed by measuring the absorbance 
at 570 nm in amicroplate reader. For the controls, culture broth was used as the 
negative control and only P. aeruginosa PAO1 inoculum was used as the positive 
control [17]. 

Statistical analyses: The experiments were performed in triplicate. The results 
were evaluated by analysis of variance (ANOVA), and the means were compared by 


the Tukey test, considering the level of significance at 5 % (p<0.05). 


3. RESULTS AND DISCUSSION 

Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal 
concentration (MBC) 

The antimicrobial activity of the ethanolic extracts of P. peruviana calyx is shown 
in Table 1. The lowest minimum inhibitory concentration observed was against 
Enterococcus faecalis bacteria, in which the extract concentration of 3.75 mg/mL was 
able to inhibit growth of this bacterium. MBC = 30 mg/mL was found for Enterobacter 
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa PAO1e Enterococcus faecalis, indicating that 
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for these bacteria the 30 mg/mL P. peruviana calyx extract has a bactericidal action. 
For the other microorganisms, MBC > 30 mg/mL indicated that the extract has 
bacteriostatic action. These results suggest that the bioactive compounds of calyx are 
responsible for antimicrobial action. According to Ballesteros-Vivas et al. (2019) [18], 
several compounds were identified in the P. peruviana calyx as phytochemicals 
(terpenoids, phytosterols, and phytol derivatives), flavonoids, phenolic acids, and 
withanolides. Phytosterols are reported as bioactive compounds of great interestdue 
to their antioxidant capacity and health impact. They are referred to as anti- 
inflammatory, antitumor, antibacterial, antifungal, and hypocholesterolemic 
compounds. Its presence in significant levels in oil extracted from the skin and pulp of 
P. peruviana has already been found [19]. Accordingto these values, the calyx extract 
can be considered promising for use as a preservative of natural origin or to be part of 


a sanitizer for use in the food industry. 


Table 1. MIC and MBC values of P. peruviana calyx extract against bacterial strains. 









































Bacterial strains * MIC (mg/mL) ** MBC (mg/mL) 
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 30 30 
Klebsiella pneumoniae ATCC 1705 30 30 
Escherichia coli (Clinical isolate) Dao 2 30 
Staphylococcus epidermidis (Clinical isolate) 15 30 
Streptococcus pneumoniae ATCC 99619 30 30 
Shigella sonnei (Clinical isolate) to: 2 30 
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 To 2 30 
Streptococcus agalactie (Clinical isolate) 7.5 2 30 
Acinetobacter baumannii (Clinical isolate) 30 2 30 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 Ts 30 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 o TAS 30 
Salmonella sp. (Clinical isolate) 15 2 30 
Salmonella enteritidis (Clinical isolate) Tao 2 30 
Staphylococcus aureus (Clinical isolate) TD 2 30 

















* Minimum Inhibitory Concentration 
** Minimum Bactericidal Concentration 
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Biofilm inhibition and destruction 

The results regarding biofilm are shown in Figure 1. The biofilm growth in our 
study was confirmed by the standard P. aeruginosa strain PAO1 (control) with 100% 
growth. P. aeruginosa is known to be an opportunistic human pathogen capable of 
causing a wide range of acute and chronicinfections that can be life threatening, 
particularly in immunocompromised patients. P. aeruginosa has been historically 
associated with lung infections in cystic fibrosis patients and is one of the major 
nosocomial pathogens that affects hospitalized patients, while being intrinsically 
resistant to a wide range of antibiotics [20]. In addition, the presence of Pseudomonas 
biofilms is also found in food production and its facilities, causing food spoilage and 
generating various problems [21]. 

Food contamination is quite recurrent, for example, Crippa et al. (2020) [22] 
analyzed minimally processed fruits and vegetables that presented values outside the 
acceptable limits for thermotolerant coliforms and found enterotoxin-producing strains 
in vitro and biofilm-producing strains on stainless steel and glass surfaces. This 
demonstrates that the analyzed products were considered unfit for consumption and 
presented levels of contamination above the recommended by legislation [22]. 
Therefore, plant extracts and essential oils have been studied as promising 
alternatives due to their actions to inhibit bacterial growth [23, 24]. 

P. peruviana calyx extract concentrations of 3.75 and 7.5 mg/mL inhibited biofilm 
formationin the early stages (Figure 1A). Biofilm destruction testing showed that no 
condition led to total destruction of the microorganism (Figure 1B). The lowest extract 
concentration (1.87 mg/mL) did not have the ability to inhibit biofilm formation, i.e. the 
most effective concentrations to inhibit P. aeruginosa PAO1 biofilm formation were 3.75 
and 7.5 mg/mL of calyx extract. 
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Figure 1. A: Inhibition of P. aeruginosa PAO1 biofilm formation. B: Destruction of P. aeruginosa 
biofilm. Error bars are shown as one standard deviation and differences were considered statistically 
significant when p < 0.0001 between the positive control and the corresponding concentration. Each 

experiment was carried out three times, yielding similar results. 
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4. CONCLUSION 

The P. peruviana calyx extract showed antibacterial activity against the 
pathogens analyzed. The minimum inhibitory concentration ranged from 3.15 to 30 
mg/mL extract. The highest activity demonstrated was bacteriostatic, but also had 
bactericidal activity at a concentration of 30 mg/mL against Enterobacter aerogenes, 
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa PAO1, and Enterococcus faecalis, indicating that, at this 
concentration, it acts as a bactericidal agent against these pathogens. Regarding the 
biofilm tests, there was inhibition of biofilm formation at the concentrations of 3.75 and 
7.5 mg/mL of the calyx extract and partial destruction at the same concentrations. 
These results may be used in future research with emphasis on the use of P. peruviana 
calyx extract in therapeutic approaches and the food industry as a preservative of 


natural origin. 
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RESUMEN: El objetivo del presente trabajo fue evaluar estirpes bacterianas con 
características probióticas, aisladas del tracto intestinal de camarones marinos 
(Litopenaeus vannamei). Ciento noventa y una (191) estirpes fueron evaluadas para 
su selección basada en pruebas fenotípicas y genotípicas incluyendo: factores de 
virulencia (elastasa, gelatinasa, caseinasa, lípasa e fosfolipasa), tolerancia a 
diferentes temperaturas (4ºC e 40ºC) y pHs (5 e 9), prueba de susceptibilidad a 
antimicrobianos, prueba de agregación, antagonismo y prueba de identificación 
molecular (secuenciamiento-gen 16S rRNA). Las estirpes identificadas fueron 
agrupadas en diferentes géneros: Bacillus, Vibrios, Staphylococcus y un grupo con 
representantes de diferentes géneros bacterianos. Fueron formados tres grupos 
bacterianos prioritarios atendiendo a la respuesta de las estirpes frente a las diferentes 
pruebas analizadas. La mayoría de las estirpes (66,45 %) presentó resistência frente 
a la oxitetraciclina. Todas las estirpes presentaron susceptibilidad frente al cloranfenicol 
y la tetraciclina. Ninguna estirpe presentó antagonismo frente al patógeno Vibrio 
parahaemolyticus. De las 70 estirpes que formaron parte de los tres grupos 
prioritarios, 16 estirpes (22,85 %) resultaron antagónicas frente a Vibrio harvey. Doce 
estirpes bacterianas mostraron resultados satisfactorios en la técnica de antagonismo 
cruzado. Fueron formados tres consorcios bacterianos con aquellas estirpes que 
cumplieron los requisitos como probiótico potencial. 


PALABRAS-CLAVE: Factores de virulencia, secuenciamiento, oxitetraciclina, 
agregación, antagonismo. 


ABSTRACT: The objective of the present work was to evaluate bacterial strains with 
probiotic characteristics, isolated from the intestinal tract of marine shrimps 
(Litopenaeus vannamei). One hundred ninety- one (191) strains were evaluated for 
selection based on phenotypic and genotypic tests including: (elastase, gelatinase, 
caseinase, lípase e fosfolipase), tolerance to different temperatures (4 º Cand 40º C) 
and pHs (5 and 9), antimicrobial susceptibility test, aggregation, antagonism test and 
molecular identification test (sequencing-gen 16S rRNA). The identified strains were 
grouped into different genera: Bacillus, Vibrio, Staphylococcus, and a group with 
representatives of different bacterial genera. Three priority groups were formed 
based on the response of the strains to the different tests analyzed. Most of the 
strains (66.45 %) presented resistance against oxytetracycline. All the strains were 
susceptible to chloramphenicol and tetracycline. None of the strains showed 
antagonism against the pathogen Vibrio parahaemolyticus. Of the 70 strains that were 
part of the three priority groups, 16 strains (22.85 %) were antagonistic against 
Vibrio 'harvey. Twelve bacterial strains showed satisfactory results in the cross 
antagonism technique. Three bacterial consortia were formed with those strains that 
met the requirements as a potential probiotic. 


KEYWORDS:  Virulence factors, sequencing, oxitetracycline, aggregation, 
antagonism. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El cultivo de organismos acuáticos constituye un sector de gran importancia 
económica y alimentaria en diferentes países. La producción de alimentos a partir de 
la acuicultura presenta las mayores tasas de crecimiento en los últimos aos (FAO, 
2018). 

Tradicionalmente y durante mucho tiempo, el control de las enfermedades en 
los sistemas de cultivo de organismos acuáticos fue fundamentado en el uso de 
sustancias químicas y antibióticos, por esa razón, el desarrollo de agentes 
antimicrobianos con menor efecto negativo sobre el ambiente constituye un elemento 
esencial para el manejo sustentable de la acuicultura (BIDHAM et al., 2014). 

Una de las alternativas para una acuicultura económica y ambientalmente 
sustentable es el uso de probióticos (LAZADO y CAIPANG, 2014). De acuerdo con la 
“Organización para la Agricultura y la Alimentación” los probióticos son organismos 
vivos que mejoran la salud de los humanos y de los animales y deben ser seguros 
y en cantidades suficientes para las funciones en el organismo y son alternativas 
viables para combatir eventos epidémicos de enfermedades bacterianas como la 
enfermedad de la Necrosis Hepatopancreática Aguda (AHPND, sigla en inglés) 
(REANTASO, 2016). La selección de bacterias probióticas tiene como basamento los 
siguientes criterios: el género al cual pertenece la bacteria, la estabilidad frente al 
ácido gástrico, la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal, la capacidad de 
colonizar al menos temporalmente el tracto gastrointestinal, la capacidad deproducir 
compuestos antimicrobianos y ser metabólicamente activo en el intestino 
(VERSCHUERE et al., 2000). 

Entre los organismos empleados como probióticos se destacan las bacterias 
Gran-negativas pertenecientes a los géneros Vibrio y Pseudomonas (LAKSHMI, 
VISWANATH y SAI GOPAL, 2013; HAI, 2015) y entre las bacterias OLHO Gran- 
positivas, el género Bacillus se destaca como el de mayor potencial para el uso 
principalmente en la carcinicultura (NEWAJ-FYZUL, AL-HARBI y AUSTIN, 2014). El 
presente trabajo tiene como objetivo evaluar estirpes bacterianas para la formación 


de consorcio probiótico para uso en el cultivo de camarones marinos L. vannamei. 


2. MATERIAL y MÉTODOS 
2.1 SELECCIÓN DE LAS ESTIRPES BACTERIANAS 
Fueron evaluadas 191 estirpes bacterianas que hacen parte de la bacterioteca 
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del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y del Pescado (LAMAP), del Instituto de 
Ciencias del Mar (LABOMAR) dela Universidad Federal de Ceará (UFC) aisladas del 
tracto intestinal y hemolinfa de camarones marinos(L. vannamei). La selección de las 
estirpes se basó en la diversidad funcional de las bacterias, su capacidad de 
colonización y producción de componentes extracelulares relacionados al 
favorecimiento del desempefio zootécnico y la estimulación de las respuestas 
inmunológicas frente a patógenos bacterianos y virales. 

Importante destacar que todos los medios de cultivo utilizados fueron 
elaborados con agua de mar con salinidad ajustada para 10ppm. 

2.2 PURIFICACIÓN DE LAS ESTIRPES 

Las estirpes seleccionadas fueron reactivadas en caldo Luria Bertani (LB), Difco 
e incubación en estufa a 35º C por 24 h. Después de ese período, asadas del material 
crecido fueron replicadas en la superficie del medio agar PCA (Plate Count Agar, 
Difco). Una vez verificado el crecimiento, las estirpes fueron sometidas a la coloración 
de Gram para la confirmación de la morfologia, agrupamiento celular y verificación de 
la pureza de las mismas. Las estirpes fueron divididas en Gram-positivas y Gram- 
negativas. 

2.3 VERIFICACIÓN DE LOS FACTORES DE VIRULENCIA (F.V.) (SOTO- 
RODRÍGUEZ et al., 2012). 

Fue verificada la presencia de las siguientes enzimas extracelulares: elastasa, 
gelatinasa, caseinasa,lipasa y fosfolipasa. La visualización de un halo transparente en 
el lugar del inoculo indicó la positividad en las pruebas. Importante destacar que 
aquellas bacterias que presentaron tres o más factores de virulencia fueron excluidas 
de los restantes análisis por ser consideradas con mayor potencial de virulencia. 

2.4 ESTUDIO DE LA TOLERANCIA A DIFERENTES TEMPERATURAS 
(ZOKAEIFAR et al., 2012). 

Las estirpes fueron inoculadas en caldo LB (Difco). Diferentes temperaturas 
fueron probadas (4ºC e 40ºC). El resultado fue verificado hasta 48h, a través del 
crecimiento bacteriano en el medio utilizado. 

2.5 ESTUDIO DE LA VIABILIDAD BAJO DIFERENTES VALORES DE PH (CAI et 
al., 1999). 

Caldo LB (Difco), con diferentes valores de pH (5,0 e 9,0) fueron inoculados e 
incubados en estufa a 35 ºC por hasta 48h. Fue verificada la viabilidad de las estirpes 
por turbidez en el medio decultivo. 
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2.6 IDENTIFICACIÓN TAXONÓMICA DE LAS ESTIRPES SELECCIONADAS 
PARA LA FORMACIÓN DEL CONSORCIO PROBIÓTICO 

Fue realizada la extracción de DNA genómico de las cepas bacterianas, 
previamente crecidas encaldo LB, con la utilización de un kit comercial Wizardê 
Genomic DNA Purification Kit (Promega). Para la realización del PCR, fue elaborado 
un mix para cada muestra (1x tampón, 1,5mMde MgCl2, 200 uM de dNTP, 0,2 uM de 
Primer L1401, 0,2 uM de Primer U968, 2,5U de Tag DNA polimerasa y 100 ng de 
DNA), 

Las amplificaciones fueron realizadas en termociclador AmpliTherm modelo 
Veritiê con las siguientes condiciones de termociclaje: un ciclo a 94ºC/2min; un ciclo 
a 94ºC/fmin; un ciclo 52ºC/fmin; un ciclo a 72ºC/fmin y por último un ciclo a 
72ºC/8min. El volumen final de la reaccin final de PCR fue de 25uL. 

Los productos de la extracción de DNA y de la reacción de PCR fueron 
visualizados a través dela electroforesis en gel de agarosa (1 %) más colorante 
GelRed para auxiliar en la visualización de las bandas con aplicación de luz ultravioleta 
en un transluminador (Espectroline-UV). Fue utilizado un marcador molecular de 1kb 
DNA ladder (Sigma) para visualizar el tamafio de los amplicones generados. Los geles 
fueron documentados en sistema KODAK (EDAS290). 

Después de la amplificación de la subunidad 16S rDNA, las muestras fueron 
encaminadas al Centro de Diagnóstico para las Enfermedades de Organismos 
Acuáticos (CEDECAM), del Institutode Ciencias del Mar (LABOMAR -UFC) para el 
secuenciamiento del DNA bacteriano utilizando BigDyeê Terminator v 3.1 Cycle 
Sequencing Kit en microplaca de PCR conteniendo 96 pozos. El volumen final de la 
reacción fue de 10yL: 0,5 X de Big Dye; 3,2 pmol de cada primer (primer 141Ly primer 
U968); 0,5X de tampón 5X; 0,8uL de muestra PCR. Las condiciones de termociclaje 
fueron: un ciclo de 96ºC / 155; 40 ciclos de 96ºC/15s, 50ºC/15s; un ciclo de 50ºC/15s; 
un ciclo de 60ºC/4 min y enfriamiento a 4ºC. Fue utilizado el secuenciador automático 
capilar ABI PRISMÊ 3500 (AppliedBiosystems), conforme metodologia descrita por 
Sanger, Nicklen y Coulson (1977).Los fragmentos amplificados fueron secuenciados 
a través del análisis de las secuencias obtenidas en cuanto a la calidad de los 
nucleótidos y la similitud, utilizando el programa MEGA (TAMURA et al., 2013) versión 
6 con posterior comparación con las secuencias depositadas en el GenBank 
(BENSON et al., 2002) utilizando el Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
((ALTSCHUN et al., 1997). 
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2.7 PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS 

El antibiograma fue realizado a través del método de difusión en discos 
(BAUER; KIRBY; SHERRIN, 1966). 

Los antimicrobianos y los valores de corte fueron seleccionados e interpretados 
(respectivamente) según a orientación técnica dictada por Clinical and Laboratory 
Standard Institute (CLSI, 2013). Fueron utilizados los siguientes antimicrobianos: 
Cloranfenicol 30ug (CLO), Florfenicol 30ug (FLO) y Oxitetraciclina 30ug (OXI), usados 
en la acuicultura. Los resultados fueron visualizados después de 24 horas de 
incubación a 35ºC. Después de ese periodo, fue medido el diámetro de los halos de 
inhibición con el auxilio de un parquímetro digital y los resultados clasificados en 
resistentes (R), sensibles (S) o intermedios (1). 

2.8 PRUEBA DE AGREGACIÓN (CHRISTENSEN et a/.,1985) 

Fue utilizado caldo LB con incubación a 35ºC por 48h. Después de ese período, 
200ul de célulasen suspensión fueron inoculadas en triplicado en microplacas de 
poliestireno estériles e incubadas en estufa a 35ºC por 48h. Pasado ese tiempo, el 
inoculo fue descartado y los pozos fueron lavados por tres veces con agua destilada y 
secados en estufa a 60ºC por 1h. Después de este procedimiento,los pozos fueron 
coloreados con una solución de cristal violeta 1 % por (min y lavados sucesivamente 
con agua destilada y dejar a temperatura ambiente para su secado. La positividad fue 
indicada por la visualización de un halo con residuo de cristal violeta alrededor de los 
pozos. 

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas anteriores, fueron 
formados grupos prioritarios de estirpes para la confirmación de las actividades 
antagónicas y antibacterianas. 

2.9 PRUEBA DE ACTIVIDAD ANTAGONISTA (CHAPMAN, GIBSON Y 
ROWLAND, 2012) 

2.9.1 Prueba de antagonismo con patógenos a través de la técnica de 
estrias cruzadas 

Fueron probados los patógenos V. harvey (ATCC 14126) y V. parahaemolyticus 
(IOC 17082), los cuales fueron diseminados en una estria central en placas 
conteniendo agar PCA (Difco). Enseguida, estrias perpendiculares y distantes 5 mm 
del inoculo central fueron hechas con las diferentes estirpes a ser probadas. El 
resultado fue observado después de 24-48h de incubación en estufa a 35ºC. La 


actividad antagónica fue verificada a través de una zona de inhibición entre la estria 
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central con cada patógeno y la estria de cada estirpe probada. 

2.9.2 Prueba de antagonismo entre las estirpes probadas a través de la 
técnica de estrías cruzadas 

Las estirpes con resultados positivos en la prueba de antagonismo frente a 
patógenos fueron sometidas a la prueba por estrías cruzadas. Fue realizado el mismo 


procedimiento descrito en el ítem anterior (2.9.1) solo entre las estirpes seleccionadas. 


3. RESULTADOS y DISCUSIÓN 

Del total de estirpes (191) sometidas a la técnica de coloración de Gram, 115 
(60,20 %) resultaron ser Gram-positivas en cuanto 76 (39,79 %) resultaron como 
Gram-negativas. 

Estirpes bacterianas G(+) y G(-) aisladas y caracterizadas de camarones 
marinos han sido utilizadas como probióticos por diferentes autores (FAR et al., 2013; 
MIRBAKHSH et al., 2013). Especificamente, aislamientos bacterianos de 
Litopennaeus vannamei pueden ser utilizados en el mantenimiento de la salud de 
estos organismos (LUIS-VILLASENOR; CAMPA-CÓRDOVA y ASCENCIO-VALLE, 
2012) y en el control de patógenos bacterianos (FERREIRA ef al., 2017). 

3.1 FACTORES DE VIRULENCIA 

Una vez realizadas las pruebas de virulencia, 64 estirpes presentaron tres o 
más factores de virulencia por lo que no fueron tomadas en cuenta para sus análisis 
en las restantes pruebas. No en tanto, 66,49 % de las estirpes fueron evaluadas para 
la formación del probiótico (Tabla 1). 

3.2 TOLERANCIA A LA TEMPERATURA 

En relación a la temperatura, la mayor cantidad de estirpes fue capaz de crecer 
a 40ºC. La temperatura de 4ºC fue probada buscando la factibilidad en la aplicación 
de la liofilizacióÓn como forma de almacenamiento de las estirpes bacterianas en el 
laboratorio (Tabla 1). 

3.3 ESTUDIO DE LA VIABILIDAD BAJO DIFERENTES VALORES DE PH 

La variación del pH evaluado (5 y 9) mostró una amplia respuesta positiva por 

parte de las estirpes bacterianas (Tabla 1). 
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Tabla 1. Respuestas de las estirpes frente a las diferentes pruebas evaluadas. 





























Factores de virulencia (F.V.) Temperatura pHs probados 
used 2 >3 | 40ºc+ |40ºC+|40ºC -| 9+ |9+|9- 
a FV. |EM. |FV. | 42C+ | 4ºC- |4ºC+| 5+ |5- |5+ 
No. de 39 42 | 46 | 64 | 57 120 2 168 [12 |11 
estirpes 
ia 20,40 |21,98 |2408 |3350 |29,84 [6282 |104 | 87,96 |6,28 5,75 


























Los productos extracelulares tales como: proteasa, elastasa, fosfatasa, lipasa, 
gelatinasa entre otros, han sido estudiados por diferentes autores en la determinación 
de la patogenicidad de diferentes estirpes bacterianas (KUMARAN y CITARASU, 
2016). 

De la misma forma que otros parámetros como la salinidad (ANAND et al., 
2014) la temperatura y el pH del agua (VINATEA et al., 2010) pueden variar de 
acuerdo a diferentes condiciones de cultivo por lo que las cepas seleccionadas como 
posibles probióticos deben resistir a una amplia variación de estos parámetros 
(VIEIRA et al., 2013). 

3.4 IDENTIFICACIÓN TAXONÓMICA 

Importante destacar que la identificación molecular de las estirpes mostró una 
alta similitud (99 %-100 %) para todos los géneros y especies identificadas. 

Una vez realizadas los análisis, de un total de 191 estirpes fueron identificadas 
158 para 82,72 %.De las cepas identificadas 55,06 % pertenecían al género Bacillus, 
34,17 % al género Vibrio, 6,96 Y% al género Staphylococcus y 3,79 % a otros géneros 
bacterianos (figura 1). Las 33 estirpes restantes no fueron identificadas por ausencia 


de similitud con cualquiera de los grupos bacterianos con los que fueron comparados. 


Figura 1. Géneros identificados en las estirpes analizadas. 
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De los géneros identificados, encabeza la lista el género Bacillus con 78 estirpes 


identificadas como Bacillus sp., cinco estirpes (B. pumilus) y una especie (B. 
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sonorensis). Del género Vibrio fueron identificadas 47 estirpes como Vibrio spp., dos 
estirpes (V.olivae), dos estirpes (V. xui) y una estirpe de cada una de las siguientes 
especies: V. parahaemolyticus, V. sinaloensis y V. tubiashii (Figura 2). Dentro de las 
estirpes bacterianas consideradas como otros géneros fueron identificadas dos 
estirpes como Arthrobacter sp. y dos estirpes como Isopterícola jianguensis. Una cepa 
de cada género fue identificada. Ningún miembro de la familia Enterobacteriaceae fue 
identificado. El género bacteriano con menor número de representantes fue 


Staphylococcus con seis estirpes bacterianas (Figura 2). 


Figura 2. Especies bacterianas identificadas por género. 
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Especies identificadas por género 


Bacterias del género Bacillus han sido utilizadas como probióticos en ambiente 
de carcinicultura (FERREIRA et al., 2015; FRANCO et al., 2016). 

Vibrios spp. patogénicos han estado relacionados como agentes causales de 
diferentes enfermedades en ambiente de carcinicultura (CHEN et al., 2016; 
CHUMPOL et al., 2017). 

Bacterias del género Lysinibacillus han sido aisladas e identificadas en 
diferentes fuentes ambientales (GÓMEZ-GARZÓN, HERNÁNDEZ-SANTANA y 
DUSÁN, 2016; ZOTHANPUIA et al., 2016). 

Aunque para pez, Hamza et al., 2016 confirmaron la acción de Virgibacillus 
promii y Bacillus mojavensis como probióticos para la mejoría de las condiciones del 
microambiente intestinal del huésped así como, el rendimiento de su crecimiento y 
sobrevivencia. 

Este estudio permitió la identificación de una estirpe bacteriana como 


Oceanobacillus oncorhynchi subsp. incaldanensis. Bacterias del género 
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Oceanobacillus han sido aisladas e identificadas en diferentes fuentes ambientales 
(NAMWONG et al., 2009; LIU y YANG, 2014). 

Arthrobacter sp. como probiótico único o en consorcio con otras estirpes 
bacterianas han sido probadas en diferentes organismos marinos: pez-Bacalao Ártico 
(Gadus morhua L.) (LAUZON et al., 2010) y camarones marinos (Litopennaeus 
vannamei) (RAMACHANDRAN et al., 2016; XIA, ZHU y ZHANG, 2013). 

Acinetobacter sp. fue encontrada entre las cinco especies bacterianas 
patógenas aisladas de los apéndices torácicos de camarones enfermos 
(PURIVIROJKUL, 2013). 

La acción antagónica de bacterias del género Micrococcus contra patógenos 
en ambiente de acuicultura ha sido reportada en diferentes estudios (AKAYLI et al., 
2016; BARCENAL, TRAIFALGAR y CORRE, 2015). 

Los efectos del uso combinado y simple de Shewanela haliotis D4, Bacillus 
cereus D/7 y Aeromonas bivalvium D15 aisladas del intestino del camarón Litopenaeus 
vannamei y suministradas en la dieta, fueron evaluados por Hao et al., 2014. Los 
resultados de este estudio indicaron que las tres cepas únicas o combinadas podrían 
tener un rol importante como probióticos para ser utilizadas en ambientes de 
carcinicultura. 

El género Isoptericola fue descrito por Stackebrandt, Schumann y Cui, 2004. 
Actualmente la colección germánica de micro-organismos (DSMZ) presenta siete 
especies conocidas pertenecientes a ese género (DSMZ, 2020). 

Bacterias del género Paracoccus han sido aisladas y estudiadas para su uso 
como potencial probiótico (WANKA et al., 2018). 

Bacterias del género Staphylococcus han sido aisladas en ambiente de 
acuicultura: Staphylococcus cohnii - pez garopa-tigre (Epinephelus fuscoguttatus) 
(NURHIDAYU et al., 2012); Staphylococcus aureus - camarones capturados en los 
mares del Golfo Pérsico, Mar de Omán y Océano Índico (ARFATAHERY et al., 2015); 
Staphylococcus epidermidis — camarón Penaeus indicus (ESAKKIRAJ et al., 2010). 

3.5 PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS 

En relación a los antimicrobianos, todas las estirpes (191) presentaron 
susceptibilidad al cloranfenicol y florfenicol (100 %). En este estudio las estirpes 
bacterianas mostraron alta resistencia (>50 %) a la oxitetraciclina. 

De las 158 estirpes identificadas, 105 estirpes (66,45 %) presentaron 


resistencia frente a la oxitetraciclina y nueve estirpes (5,08 %) presentaron respuesta 
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intermedia frente a la oxitetraciclina (tres estirpes pertenecientes al género Vibrio y 
tres estirpes pertenecientes a otros géneros bacterianos, dos estirpes del género 
Bacillus y una estirpe perteneciente al género Staphylococcus). Las restantes estirpes 
identificadas resultaron sensibles a los antimicrobianos evaluados. 

El orden de los géneros bacterianos de mayor a menor frecuencia de la 
resistencia fue la siguiente: 


Bacillus > Vibrio > Otros géneros > Staphylococcus (figura 3). 


Figura 3. No. de estirpes resistentes por género bacteriano. 
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La oxitetraciclina, antimicrobiano de la clase de las tetraciclinas es de amplio 
espectro que además de ser utilizado en la clínica ha sido utilizado en la veterinaria y 
la acuicultura para el control de las enfermedades y como promotor del crecimiento 
(GHOUSE, 2015). Es el antimicrobiano más utilizado en el alimento de camarones y 
en combinación con otros antimicrobianos (cloranfenicol, ácido oxonílico y formalina) 
(LAKSHIMI, VISWANATH y SAI GOPAL, 2013). 

La presión selectiva ejercida por el uso de este antimicrobiano en diferentes 
ambientes ha resultadoen la diseminación de la resistencia en organismos gram- 
positivos y gram-negativos a través de la transferencia conjugativa de transposones o 
plásmidos (CHOPRA y ROBERTS, 2001). 

Rebouças et al., 2011 evaluaron los perfiles de resistencia fenotípica de 
bacterias del género Vibrio en muestras de agua de ambiente de carcinicultura y de 
hepatopáncreas de camarón marino cultivado en dos granjas de cultivo del Estado de 
Ceará, NE de Brasil. Similar a los resultados encontrados en este estudio, las 
bacterias del género Vibrio resultaron susceptibles al florfenicol y presentaron 
resistencia a la oxitetraciclina. 

Bacterias del género Vibrio fueron aisladas de agua y sedimento del estuario de 
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Acaraú (granja de carcinicultura) en Ceará, Brasil y evaluadas para el perfil de 
resistencia a los antimicrobianos seleccionados por su uso en la industria del camarón 
y mecanismos de acción. Tetraciclina y oxitetraciclina fueron antibióticos probados 
como inhibidores de la síntesis proteica. Fue verificado enlos aislamientos bacterianos 
del agua y los sedimentos la presencia de cepas resistentes a la oxitetraciclina y 
tetraciclina (ROCHA, SOUSA y VIEIRA, 2016). 

Diferentes géneros bacterianos aislados de ambiente de carcinicultura han sido 
identificados y evaluados con resistencia a la tetraciclina/oxitetraciclina: Bacillus 
(SUNDARAMANICKAM et al., 2015) y Aeromonas-Shewanella-Vibrio-Lactococcus 
(YANO et al., 2011) entre otros géneros. 

Importante destacar que de las cepas identificadas, nueve estirpes (5,08 Y) 
presentaron respuesta intermedia frente a la oxitetraciclina, el resto de las estirpes 
resultaron sensibles. De las nueve estirpes, dos estirpes pertenecian al género 
Bacillus, tres estirpes del género Vibrio, una estirpe al género Staphylococcus y tres 
estirpes pertenecientes a otros géneros bacterianos. Aunque considerado un 
porciento bajo de estirpes (<25 %) con valores intermedios, este resultado puede ser 
considerado como una alerta por la posible transferencia a otras bacterias en el 
ambiente además de indicar una tendenciade la población bacteriana a tornarse 
resistente a la acción del antimicrobiano, siendo, por tanto, un indicativo de resistencia 
futura. 

3.6 PRUEBA DE AGREGACIÓN 

La mayoría de las estirpes (113) para un 59,16 % resultó con agregación 
negativa y 40,83 % presentaron resultados de agregación positiva (78 cepas). 

Tres grupos de estirpes fueron priorizados (70 estirpes) tomando en cuenta los 
resultados positivos obtenidos en las pruebas precedentes. 

Las estirpes bacterianas de estos tres grupos fueron evaluadas en las pruebas 
de antagonismo frente a patógenos. 

Como es conocido, estirpes evaluadas con potencial probiótico poseen 
propiedades características de cada estirpe y no de un género o aún de una 
determinada especie (JANKOVIC et al., 2012). La agregación es una característica 
necesaria para la adhesión, pre-requisito para la colonización de las células 
adherentes en el tracto gastrointestinal (KOS et al., 2003; RE et al., 2000) por lo que 
el probar la capacidad de agregación de una estirpe bacteriana es una característica 
importante y prioritaria para su evaluación como probiótico (JANKOVIÉ et al., 2012). 
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3.7 PRUEBA DE ANTAGONISMO 

Ninguna estirpe bacteriana resultó antagónica frente a Vibrio parahaemolyticus. 
De las 70 estirpes bacterianas que formaron parte de los tres grupos prioritarios, 16 
estirpes (22,85 %) resultaron antagónicas frente a Vibrio harvey. Doce estirpes 
bacterianas presentaron resultados satisfactorios enla técnica de antagonismo 
cruzado. 

Una de las propiedades más importante de un candidato probiótico es su 
habilidad de inhibición o antagonismo (BANERJEE y RAY, 2017). El antagonismo es 
un fenómeno natural que constituye una herramienta aplicable para reducir o eliminar 
patógenos oportunistas (IBRAHEM, 2015). Los ensayos de antagonismo bacteriano in 
vitro, son utilizados en la selección de probióticos para camarón y así verificar la 
eficiencia o habilidad para excluir competitivamente al patógeno indeseado (KNIPE ef 
al., 2020). 

Fueron formados tres consorcios con representantes bacterianos de los 
géneros Bacillus, Staphylococcus, Isoptericola y Shewanella. Fue verificado para cada 
estirpe el cumplimiento de los siguientes requisitos: 

a. Pertenecer a uno de los tres grupos prioritarios formados (según 
los resultados obtenidos en las pruebas de virulencia, tolerancia a diferentes 
temperaturas, viabilidad bajo diferentes valores de pH y agregación). 

b. No pertenecer al género Vibrio 

c. No poseer resistencia frente a los antimicrobianos probados 

d. Mostrar actividad antagónica (inhibitoria) frente al patógeno V. 
harvey 

e. No presentar antagonismo (inhibición) cruzado entre las estirpes 


evaluadas 


4. CONCLUSIÓN 

Bacterias gram-negativas y gram-positivas mostraron características 
potenciales de probióticos en el camarón, teniendo al género Bacillus como principal 
competidor entre los diferentes géneros evaluados, más otros géneros bacterianos 
también mostraron características de potencial probiótico para la formación del 
consorcio. 

No existe un protocolo general para la elaboración y aplicación de los probióticos 


en el camarón marino, más es conocido a nivel internacional que su desarrollo es 
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considerado un procedimiento de múltiples pasos que valora como etapas claves, el 
aislamiento, identificación y caracterización de las estirpes que serán utilizadas con 
ese fin (test in vitro). Si bien, es importante este primer paso, las pruebas de las estirpes 
in vivo, cierra el ciclo de pruebas para el establecimiento y aplicación del probiótico 
para su uso en el camarón marino cultivado por lo que futuros estudios precisan ser 
realizados para evaluar la eficacia tanto en el organismo cultivado como en su 


ambiente de cria. 
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ABSTRACT: Lipases are produced by microorganisms to form an important 
biotechnological group of enzymes with different properties and specificities. Among 
the lipase-producing microorganisms are the filamentous fungi, which are abundant and 
widespread in nature. Because of their catalytic versatility, lipases are highly 
commercialized, being applied mainly in the production of detergents, food, animalfeed, 
paper and cellulose, pharmaceutical and biodiesel industries. This work sought to 
select a filamentous fungus that produces lipases and optimize the conditions for 
cultivation so as to increaselipolytic activity. Initially, 21 filamentous fungi were grown 
in a solid medium for lipases for four days in a bacteriological incubator at 30 ºC. The 
fungus with the largest halo representing lipase activity was incubated in five different 
submerged media at 30 “C for eight days, and the lipase activity of crude extracellular 
enzyme extracts was evaluated every 24 hours. After defining the culture medium, its 
composition was varied, analyzing different sources of nitrogen, salt solutions, the 
influence of the initial pH of the medium and the carbon source. The isolated fungus, 
identified as A4, exhibited promising lipase synthesis in Khanna submerged culture 
medium containing urea, peptone and KNO3 as the nitrogen source, Vogel salts 
solution, initial pH of 4.5 and cotton oil as a carbon source. This work demonstrated 
the importance of standardizing chemical conditions for the growth and production of 
lipases from filamentous fungi, thereby contributing to a greater understanding of the 
lipases produced by the selection of the fungus with a potential for enzyme production. 


KEYWORDS: Enzymes, Filamentous fungus, Biotechnology 


RESUMO: Lipases são produzidas por micro-organismos, formando um importante 
grupo biotecnológico de enzimas com diversas propriedades e especificidades. Dentre 
os micro-organismos produtores de lipases estão os fungos filamentosos, abundantes 
e amplamente difundidos na natureza. Devido a suaversatilidade catalítica, as lipases 
são altamente comercializadas, sendo aplicadas, principalmente, na produção de 
detergentes, alimentos, ração animal, papel e celulose, indústrias farmacêuticas e 
biodiesel. Este trabalho objetivou selecionar um fungo filamentoso produtor de lipases 
e otimizar ascondições de cultivo do mesmo, visando o aumento da atividade lipolítica. 
Inicialmente, 21 fungos filamentosos foram cultivados em meio sólido para lipase 
durante quatro dias à 30 “C em estufa bacteriológica. O fungo que apresentou maior 
halo de atividade de lipase foi incubado em cinco distintos meios submersos à 30 ºC, 
durante oito dias, sendo avaliada a atividade de lipases dos extratosbrutos enzimáticos 
extracelulares a cada 24 horas. Após definir o meio de cultivo, variou-se sua 
composição, analisando diferentes fontes de nitrogênio, solução de sais, a influência 
do pH inicial domeio e a fonte de carbono. O fungo isolado, identificado como A4, foi 
o que apresentou promissora síntese de lipases em meio de cultura submerso Khanna 
contendo ureia, peptona e KNO3 como fontenitrogenada, solução de sais Vogel, pH 
inicial 4,5 e óleo de algodão como fonte de carbono. Esse trabalho demostrou a 
importância da padronização das condições químicas para o crescimento e produção 
de lipases a partir de fungos filamentosos, contribuindo para um maior entendimento 
das lipases produzidas pela seleção do fungo com potencial para a produção 
enzimática. 


PALAVRAS-CHAVE: Enzimas, Fungo filamentoso, Biotecnologia 
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1. INTRODUCTION 

Lipases (EC 3.1.1.3) are classes of hydrolytic enzymes that act as important 
biotechnologicalcatalysts. They act both at the organic-aqueous interface, catalyzing 
triglyceride hydrolysis reactions,and in the presence of low concentrations of water. 
These versatile characteristics make these enzymes highly desirable in various 
chemical syntheses (BHARATHI and RAJALAKSHMI, 2019; SILA et al., 2020). 

Lipases are synthesized by various living organisms, including animal, plant and 
microbial cells. However, the enzymes of filamentous fungi have many advantages 
over the other sources mentioned, such as lower production cost, catalytic activity 
under extreme conditions, enantioselectivity, broad specificity for the substrate and 
stability in organic solvents, in addition to offering a wide spectrum of physical-chemical 
characteristics (PEREIRA et al., 2014; FACCHINI et al., 2016; PHUKON et al., 2020). 

After proteases and amylases, lipases are considered to be the third most 
important group of enzymes on the market. This fact is probably related to the attractive 
versatility of these enzymes for industrial applications, mainly in the production of 
detergents, food, animal feed, paper and cellulose, and in pharmaceutical and biodiesel 
industries (KORMAN et al., 2013; ALMEIDA et al., 2020). In the production of biodiesel, 
factors such as the use of milder reaction conditions, better adaptation tothe raw 
material and reduction in processing steps have made this biocatalysis one of the most 
widely studied routes to meet the growing demand of this biofuel (LI et al., 2020; 
ZHONG et al., 2020). 

Thus, the wide technological application and specificity of lipases has aroused 
greater interestin the search for new strains of microorganisms that produce this 
enzyme. The optimization of cultivation conditions, combined with the choice of 
appropriate microorganism strains, can lead to greater production of enzymes, in 
addition to reducing costs, which is extremely advantageous for their 
commercialization (CARVALHO, 2007). The objective of this work was the selection of 
a filamentous lipase-producing fungus with interesting characteristics for industrial 
application, in addition to optimizing the cultivation conditions of the isolated fungus so 
as to increase the lipolyticactivity. 
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2. MATERIAL AND METHODS 
2.1 SELECTION OF FILAMENTOUS-FUNGI-PRODUCING LIPASES IN SOLID 
CULTUREMEDIUM 

Twenty-one filamentous fungi isolated from different materials collected in 
different locationsin the state of Minas Gerais were analyzed. The microorganisms 
identified as 4.2, 4.3 (SANTOS, 2017), 3.5TA and 3.8TA (ROSA; MARINHO; 
BENASSI, 2017) were isolated from the sugarcane bagasse in the city of Jaíba, MG, 
Brazil. The microorganism identified as B8 was isolated from samples of the coconut 
leaf straw from the city of Porteirinha, MG, Brazil (SILVA, 2017). The filamentous 
fungus identified as A4 was isolated from a soil sample in the city of Diamantina, MG, 
Brazil. 

The filamentous fungi identified as EA138 (NOGUEIRA, 2018) and C333 
(CARVALHO and SILVA, 2018) were isolated from a decomposing leaf, and the 
microorganisms identified as C421, C433 and C441 (CARVALHO and SILVA, 2018) 
were isolated from a fragment of decomposing jeans, all in the city of Diamantina. The 
microorganism identified as L2 (SILVA, 2018) was isolatedfrom a plum sample; the 
M1.1, M1.4 and M1.5 fungi were isolated from bark samples, and those identified as 
M2.3 and M2.5 were isolated from fruit peelings, all located in the city of Janaúba, MG, 
Brazil (SOUZA, 2017). 

The MB2.4, MB2.9 and MB2.12 fungi were isolated from sea water and sand in 
the Regência district of the city of Linhares, ES, Brazil (OLIVEIRA, 2019). Finally, the 
fungus identified as P3 was isolated from a moist coconut shell covered with soil in the 
city of Serranópolis de Minas, MG,Brazil (LOPES, 2017) (Table 1). 

The selection of filamentous, lipase-producing fungi utilized the method 
described by Hankin & Anagnostakis (1975), where all the fungi were punctually 
inoculated in the center of the Petri dish,in previously sterilized, solid culture medium 
for lipases containing Potato-Dextrose-Agar (BDA) (20 gL"!), peptone (10 gL"!), sodium 
chloride (5 gL!), calcium chloride (2 gL'!) and Tween 80 (10 mL.L”!) incubated in a 
bacteriological incubator at 30 ºC for four days. The radius (cm) of thecolony was 
measured, and the fatty acids released by hydrolysis in Tween 80 were identified by 
application of 2 mL of the developing solution (0.1 M NaOH and 2 % phenolphthalein) 
and measuring the halo (cm) of the free fatty acids. 
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Table 1. The local and sample from which the filamentous fungi were isolated. 






























































Rad Source of the fungus Source city 
ungus 
A4 Soil Diamantina, MG 
4.2 Sugar cane bagasse Jaíba, MG 
4.3 Sugar cane bagasse Jaíba, MG 
B8 Coconut leaf straw Porteirinha, MG 
C333 Decaying leaf Diamantina, MG 
C421 Decaying jeans Diamantina, MG 
C433 Decaying jeans Diamantina, MG 
C441 Decaying jeans Diamantina, MG 
EA138 Decaying leaf Diamantina, MG 
L2 Plum Janaúba, MG 
MB2.4 Sea sand and water Linhares, ES 
MB2.9 Sea sand and water Linhares, ES 
MB2.12 Sea sand and water Linhares, ES 
M1.1 Tree bark Janaúba, MG 
M1.4 Tree bark Janaúba, MG 
M1.5 Tree bark Janaúba, MG 
M2.3 Fruit peel Janaúba, MG 
M2.5 Fruit peel Janaúba, MG 
P3 Dirt-covered moist coconut shell Serranópolis de Minas, MG 
3.5TA Sugar cane bagasse Jaíba, MG 
3.8TA Sugar cane bagasse Jaíba, MG 

















2.2 MAINTENANCE OF FILAMENTOUS FUNGI 

The strains were stored on Dinâmica silica gel according to the method 
described by Michelin(2009), where a spore suspension was prepared from 2 mL of 
powdered milk (200 g.L'! of autoclaveddistilled water). From this suspension, and 
aliquot of approximately 1 mL was added to test tubes containing 7 g of silica gel and 
stirred. These tubes were sealed and stored at 4 ºC. The filamentous fungi were 
cultured in test tubes, 15 cm x 5 cm, containing 4 % QuakerQ solid oat medium (w/v) 
and2 % Bacteriological Agar (w/v) (EMERSON, 1941), which were incubated in a 
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bacteriological incubator at 30 ºC, and, stored in a refrigerator at 4 ºC after growth of 
the fungi. 
2.3 INOCULUM 
The tubes containing the selected filamentous fungus were suspended in 10 
mL of previouslyautoclaved distilled water. One-mL aliquots (616,104 spores) of the 
spore suspension were inoculatedin 125 mL Erlenmeyer flasks containing 25 mL of 
submerged culture medium. 
2.4 OBTAINING MYCELIUM FROM THE FUNGUS AND CRUDE 
EXTRACELLULARENZYME EXTRACT 
After the growth of the fungus, the mycelium was separated from the crude 
enzyme extract by vacuum filtration. After drying, the mycelium was weighed on an 
analytical balance, and the crudeextracts were subjected to the measurement of 
volume (mL), final pH and lipolytic activity. 


2.5 DETERMINATION OF LIPASE ACTIVITY 

The reactions were accomplished with 3 mL of the substrate that contained 
ABCO Olive Oil(Lot: 1712358) and Tween 80 in the proportion of 1:1 (v/v) and 3 mL 
of the crude enzyme extract. Initially, the tubes containing only the substrate were 
kept in a water bath at 40 ºC for two minutes. The crude enzyme extract was inserted, 
and 1-mL aliquots of the mixture were removed at O and 1ôminutes. The aliquots were 
poured into 1 mL of acetone: ethanol solution (1:1) to interrupt the reaction. The fatty 
acids produced were titrated with a standard aqueous solution of 0.02 M NaOH using 
phenolphthalein indicator. The enzymatic activity was calculated according to 
Equation 1 (BARON, 2008): 


A= AVNaOH x [NaOH] (Equação 1) 
tx VE 


Where: 

A = Enzymatic activity (U.mL"?); 

AV NaOH = Difference in the volume of NaOH (mL) used in the titration in the time of 
15 minutesin relation to the volume of time zero; 

[NaOH]: NaOH concentration (umol.mL"?); 

t: reaction time in minutes (min); 


VE: volume of the enzyme solution (mL). 


Artigo publicado na Revista Brazilian Journal of Development vol. 06 n.9 ISSN 2525-8761 145 


2.6 ANALYSIS OF DIFFERENT CULTURE MEDIA AND GROWTH TIMES OF 
THE FUNGUSFOR THE PRODUCTION OF LIPASES 
The cultures were obtained by inoculating 1 mL of the spore suspension of the 
selected fungusin 25 mL of the submerged culture media: (1) Adams (ADAMS, 1990); 
(2) Khanna with modifications of the salt solution by the exclusion of NH4NO3 
(KHANNA; SUNDARI; KUMAR, 1995); (3) Vogel with modification of the salt solution 
by excluding NH4NO3 and Na2Mo04.H20 and the biotin solution (VOGEL, 1964); and 
(4) SR modified by the exclusion of NH4H2P0O4 (RIZZATTI et al., 2001). All the media 
contained ABCÊ Olive Oil as a carbon source. The cultures were kept in a 
bacteriological incubator for eight days at 30 ºC, and the fungal growth and enzymatic 
activity were measured every 24 hours to determine the day on which the growth of 
the microorganism and the production of lipases were the greatest. 


2.7 EVALUATION OF THE EFFECT OF DIFFERENT NITROGEN SOURCES ON 
THE CULTURE MEDIUM FOR THE CULTIVATION OF THE ISOLATED FUNGUS A4 
AND THE PRODUCTION OF LIPASES 

The selected fungus was grown in modified Khanna medium containing ABCO 
Olive Oil asa carbon source, and the nitrogen source was varied: 0.1 % yeast extract, 
0.1 % peptone, 0.1 % potassium nitrate, 0.1 % urea and their respective combinations. 
The medium without a nitrogen source was used as a control. The strains were kept 
in a bacteriological incubator for five days at 30 ºC. After the incubation time, the 
media were filtered to separate the mycelial mass from the extracellular crude extract 
containing the enzymes. 

2.8 EVALUATION OF DIFFERENT SALT SOLUTIONS FROM THE CULTURE 
MEDIUM FOR THE PRODUCTION OF LIPASES FROM THE ISOLATED 
FILAMENTOUS FUNGUS A4 

The selected fungus was grown in modified Khanna culture medium containing 
ABCQ OliveOil as a carbon source, and the source of the culture salts was varied. 
They were 5 mL of Khanna salts solution, 5 mL of SR salts solution, 5 mL of CP salts 
solution, 5 mL of Vogel salts solution, andthe combinations of these solutions. The 
control did not contain salts. The media were kept in a bacteriological incubator for 
five days at 30 ºC. After the incubation time, the media were filtered toseparate the 


mycelial mass from the extracellular crude extract containing the enzymes. 
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2.9 DETERMINATION OF THE IDEAL INITIAL PH OF THE CULTURE MEDIUM 

FOR THE PRODUCTION OF LIPASES 
The initial pH of the modified Khanna culture medium containing a solution of 

Vogel salts; urea, peptone and KNO3 as a nitrogen source; and ABCO Olive Oil as a 
carbon source was analyzedto determine the appropriate pH for the production of 
lipase. The initial pH of the culture medium was varied from 4.0 to 6.0, with intervals of 
0.5. After inoculation of the fungus in the media, they were maintained n a 
bacteriological incubator for five days at 30 ºC. After incubation, the media were filtered 
to separate the mycelial mass from the extracellular crude extract containing the 
enzymes. 

3.0 EVALUATION OF THE EFFECT OF DIFFERENT CARBON SOURCES ON 
THE CULTURE MEDIUM FOR THE PRODUCTION OF LIPASES 

The modified Khanna submerged culture media with Vogel salts solution were 

prepared containing urea, peptone and KNO3 as a nitrogen source and an initial pH of 
4.5. The carbon sourceswere varied at the concentration of 1 % (m/v): canola oil 
(Sinhá€), palm oil (Temperatta), soy oil (ABCO), corn oil (SinháQ), sunflower oil 
(Sinhá) and cotton oil (Flor de cottonQ). The control was the medium containing 
ABC Olive Oil. The growth occurred in a bacteriological oven withoutstirring at 30 ºC 
for five days. After incubation, the media were filtered to separate the mycelial mass 
from the extracellular crude extract containing the enzymes, and the lipolytic activity was 


determined. 


3. RESULTS AND DISCUSSIONS 
3.1 SCREENING OF LIPASE-PRODUCING FILAMENTOUS FUNGI 

Twenty-one filamentous fungi identified were analyzed for lipase production, and 
the 16 fungiidentified as A4; 4.2; 4.3; C421; EA138; L2; MB2.12; MB2.4; MB2.9; M1.1; 
M1.4; M1.5; M2.3; M2.5; P3; 3.5TA and 3.8TA grew in the lipase-specific culture 
medium. However, the strains B8,C333; C441; C433 and 3.8TA did not grow (Table 
2). 

The lipolytic activity of these microorganisms was determined, and halos of 
lipase activity were observed only for fungi A4 and M1.1 (.5 cm and 0.3 cm, 
respectively). Larger growth zones of 6.5 cm, 6.2 cm and 4.6 cm, respectively, were 
observed for the strains MB2.12, P3 and M2.3. However, no halo of lipolytic activity 
were obtained (Table 2). The growth of microorganisms in theculture media without the 
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production of extracellular lipases is possibly due to the fact that other nutritional 


sources favorable to the development of fungi exist in the medium, such as potato 


starch,dextrose and peptone. 


It is known that each species of microorganism produces a characteristic 


enzyme pool. However, the absolute and relative quantities of these enzymes varies 


considerably, not only ffom one species to another, but also between different strains 
of the same species (MICHELIN, 2009). The isolated fungus A4 was selected for this 


work. 


Table 2. Fungal growth halo (cm) and enzyme halo (cm) produced by filamentous fungi incubated for 


four days at 30 ºCin a bacteriological incubator in solid culture medium for lipases. 










































































Fungus Growth halo (cm) Lipase halo (cm) 
A4 2:10:01 0.5 + 0.01 
4.2 2.5 + 0.01 - 
4.3 2.5 + 0.02 - 
B8 - - 

C333 - - 
C421 1.8 + 0.03 Ni 
C433 - z 
C441 - - 
EA138 3.6 + 0.01 - 
L2 2.7 + 0.01 - 
MB2.4 4.3 + 0.01 - 
MB2.9 4.0 + 0.02 - 
MB2.12 6.5 + 0.02 - 
M1.1 262003 0.3 + 0.01 
M1.4 0.9 + 0.03 - 
M1.5 2.9:80:01 E 
M2.3 4.6 + 0.01 - 
M2.5 3.0 + 0.03 - 
P3 6.2 + 0.01 - 
3.5TA 1:5-40.02 - 
3.8TA - - 

The symbol “—? indicates that no growth occurred. 
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According to Gupta et al. (2003), a screening of lipase-producing 
microorganisms performed on plates containing solid agar wtith olive oil culture 
medium is efficient for identifying lipase- producing colonies. Lima (2003), in a similar 
experiment, selected three fungal strains out of a total of thirty-six, a number close to 
those observed in our study; and eleven bacterial strains were also selected as lipase 
producers. Colen, Junqueira and Moraes-Santos (2006) observed that lipolytic halos 
were obtained for twenty-five of the fifty-nine fungal strains isolated from the Brazilian 
Savannah, data superior to those observed in our study. 

3.2 DETERMINATION OF THE CULTURE MEDIUM FOR THE CULTIVATION OF 
THE ISOLATED FILAMENTOUS FUNGUS A4 AND ANALYSIS OF THE FUNGAL 
GROWTH TIME FOR THE PRODUCTION OF LIPASES 

Initially, four media were selected to verify the best nutrient composition to 
induce lipase production. The largest production of lipases by the A4 fungus was 
observed in the modified Khannaculture medium with a total activity of 2.32 U total on 
the fifth day of growth, followed by the modified Vogel medium with a total lipolytic 
activity of 2.19 U on the third day of cultivation of thefungus, and Adams medium with 
2.01 U total on the fourth day of cultivation. The lowest enzymaticactivity was obtained 
with the SR medium after five days of cultivation of the A4 fungus with a totalactivity of 
1.14 Uat 30 ºC (Figure 1). Therefore, the Khanna medium was chosen to continue the 
optimization process. 

The incubation time of a microorganism has a direct influence on the production 
of enzymes. Incubation for a short period might not result in maximum production of the 
enzyme of interest. Likewise, cultivation for a long period can lead to the depletion of 
nutrients and a decline in enzyme production, in addition to cell death. Thus, each 
microorganism has its ideal growth time for the production and secretion of lipases, 
which can also be influenced by the conditions of cultivation andcomposition of the 
culture medium (VICI, 2008). 

The A4 fungus secreted greater quantities of lipases after five days of 
cultivation, a result similar to those obtained in the studies by Bancerz, Ginalska and 
Fiedurek (2005), D'Annibale et al. (2006) and Messias et al. (2009), who cultivated P. 
chrysogenum, Candida cylindracea and Botryosphaeria sp, respectively, for the 
production of lipases. Their results are similar to those described by Hiol et al. (2000), 
who recorded four days as the best cultivation time for the production and secretion of 
lipases from the fungus Rhizopus oryzae in a culture medium containing 4 % 


Artigo publicado na Revista Brazilian Journal of Development vol. 06 n.9 ISSN 2525-8761 149 


macerated corn liquor, 1 % peptone, 1.4 % KH2PO4, 0.24 % K3PO4 and 0.04 % 
MgSO4 at 28 ºC. 

In a similar study, Lima et al. (2013) isolated Aspergillus strains from the 
caatinga soil of the state of Pernambuco and observed a greater production of lipases 
in a medium composed of olive oil(30 mL.L?), peptone (70 g.L'1), NaNO3 (1 g.L'?), 
KH2PO4 (1 9.11), and MgSO4.7H20 (0.5 g.L"!) at 

pH 7.0. The maximum lipase production observed by an Aspergillus strain was 
22.64 U.mL'! in 120hours, whereas another Aspergillus strain produced 26.52 U.mL” 
in 144 hours. Rajendran et al. (2008) optimized the composition of the medium for the 
production of lipase by Candida rugosa. The medium contained glucose (20 9.17), 
olive oil, peptone and FeCI3.6H20, and the maximum lipase activity was 3.8 U.mL! in 


a 50-hour culture at 30 ºC, pH 6.8, with stirring at 120 rpm. 


Figure 1. Determination of the culture medium and growth time of the A4 isolated fungus for lipase 
production. 
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3.3 DETERMINATION OF NITROGEN SOURCES IN THE CULTURE MEDIUM 
FOR THE GROWTH OF THE A4 ISOLATED FILAMENTOUS FUNGUS AND 
ENZYME PRODUCTION 

The effects of organic nitrogen sources (urea, peptone and yeast extract) and 
inorganic nitrogen (potassium nitrate) can be seen in Figure 2. Some extracelular 
enzymastic activity was observed for all the nitrogen sources analyzed: yeast extract, 
peptone, potassium nitrate, urea and their combinations. 

However, because lipolytic activity (1.00 U total) was even observed for the 


medium that didnot contain a nitrogen source, one could conclude that the fungus does 
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not necessarily depend on a nitrogen source for the synthesis of lipases. However, the 
insertion of a nitrogen source in the mediumincreased the activity considerably (Figure 
2). 

The greatest production of lipases by the A4 fungus was observed in a medium 
containing peptone, urea and KNO3, with a total activity of 2.25 U total, 7.14 % higher 
than that of the mediumcontaining only yeast extract, 3.21 % higher than that obtained 
with KNO3 as the nitrogen source and 1.8 % greater than that obtained with the 
combination of urea, peptone and yeast extract (Figure 2). 

According to studies by Bancerz; Ginalska; Fiedurek (2005), higher levels of 
lipase activity were obtained with the P. chrysogenum fungus when the microorganism 
was grown in a medium containing urea as a source of nitrogen, which is about 15 
times greater than that obtained when the fungus was grown with yeast extract or 
peptone. In turn, Lima et. al. (2003) demonstrated that the best source of nitrogen for 
the production of lipases by P. aurantiogriseum was 1% ammonium sulfate, results 


different ffom those seen in our study. 


Figure 2. Effect of the nitrogen source on the cultivation of the A4 filamentous fungus in Khanna 
submerged mediummodified for the production of lipases. 
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3.4. ANALYSIS OF SALT SOLUTIONS IN THE CULTIVATION OF | A4 
FILAMENTOUSFUNGUS FOR LIPASE PRODUCTION 

All the sources analyzed exhibited some extracellular enzymatic activity. The 
production of enzymes in the absence of salts was 0.23 U total; this value was much 
lower than that of the controlmedium containing Khanna salts, whose total activity was 
2.20 U. This fact suggests that the A4 fungus requires a culture enriched with saline 
sources to obtain good enzymatic activity (Figure 3). 

The greatest production of lipases was observed in medium containing Vogel salt 
solution (15.73 U total), followed by CP salt solution with Vogel salts (15.00 U total), 
SR salt solution with Vogel salts (12.73 U total) and SR salt solution with Vogel salts 
and Khanna salts (12.00 U total). However, the enrichment of the medium with more 
complex saline sources such as Vogel with CP salts, SR salts and Khanna salts 
provided a lipolytic activity of 11.81 U total (Figure 3). 


Figure 3. Analysis of the influence of different salt sources in the Khanna submerged medium. 
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In a similar study, Tan et al. (2003) studied the production of lipase by Candida sp 
in fermentation media using nitrogen, carbon and ion sources. After optimization, the 
production of 18,060 U.mL'! of lipase in a fermenter (1500 L) was obtained using 
medium composed of 4 % soy bran, 2.5 % soy oil, 0.1 % K2HPO4, 0.1 % (NH4)2S04, 
and 0.05 % MgSO4, at pH 7.0. The authors observed that the inclusion of Mg?*, Na* 
and K* were beneficial for the biosynthesis of lipase, whereas the formation of 
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complexes with fatty acids occurred with the Ca?* ion, changing their solubility and the 
behavior at the oil/water interface and inhibiting lipase synthesis. Ramani et al. (2010) 
realized that, with the addition of some metal ions (K*, Na*, Fe?* and Mg?*) to the 
culture medium, a slight inhibition of the production of lipase by Pseudomonas 
gerssadii was observed. A stimulating effect on the production of lipase was observed 
with the Ca?* ion. The choice of culture conditions, in particular the chemical 
composition of the medium and the sources of carbon and nitrogen, are important 
factors for the production of lipase (DALMAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2013). 
3.5 DETERMINATION OF THE INITIAL PH FOR THE CULTIVATION OF THE 

A4FILAMENTOUS FUNGUS FOR LIPASE PRODUCTION 

The greatest production of lipase was obtained with the A4 fungus in the pH range 
4 to 5, thegreatest production of lipases occurred at pH 4.5 and the lowest at pH 6.0. It 
was found that the initialpH influenced the production of lipases, and the greatest 
production occurred in a more acidic range. The total lipolytic activity observed with the 
A4 fungus was 18.48 U in Khanna medium containingVogel salts with an initial pH of 
4.5. This value was approximately 23 % higher than that obtained for the control 
medium (pH 5.0) and 4 % higher than that obtained in the medium at pH 4.0 (Figure 
4). 


Figure 4. Effect of the initial pH on the cultivation of the A4 filamentous fungus in a submerged Khanna 
medium. 
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The pH is a physical requirement that affects the growth of the fungus because it can 
influence the availability of certain metal ions. These ions can form complexes that 
become insoluble at certainpH ranges (FERREIRA et a/., 2016). 

When the fungus is growing, its metabolism alters the pH, either by the absorption 
of anions or cations or by the production of organic acids or ammonia. During cultivation, 
buffering is difficult, as the buffers them selves can be assimilated, or they can be toxic 
in quantities that would be necessaryfor effective buffering (COLEN, 2006). 

In a similar study, Ferreira et al. (2016) determined the influence of pH on the 
growth of the Pycnoporus sanguineus and Trametes sp fungi and observed a greater 
growth of both fungi in the 5 to 7 pH range. The maximum growth occurred in the range 
of 5 to 6. Castro and Silva (1996) also observed a similar effect of pH for the fungi 
Antrodia albida and Tyromyces sp, which preferred a low pH range of 5 to 8. The 
optimum pH was 6. 

3.6 OPTIMIZATION OF THE CARBON SOURCE OF THE CULTURE MEDIUM 
FOR LIPASEPRODUCTION 

Among the seven types of lipid sources used at a concentration of 1 %, the 
greatest productionof lipases by the A4 fungus was obtained using cotton oil (171.36 
U total), followed by canola oil (148.38 U total) and sunflower oil (135.62 U total) (Figure 
5). Thus, the enzymastic activity of the culture medium supplemented with cotton oil was 
approximately 45 % greater than the activity in themedium containing olive oil as a 
carbon source. Smaller lipase production was obtained using corn oil, olive oiland palm 
oil, and the following enzymatic activities were observed: 18.39 U total, 19.33U total 
and 22.88 U total, respectively (Figure 5). 


Figure 5. Analysis of the action of different carbon sources in inducing the production of lipases by the 
A4 filamentousfungus. 
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These results can be related to the chemical composition of the oils and the fact 
that lipases preferentially hydrolyze the fatty acid residues in positions 1 and 3 of 
glycerides. Also, some extracelular lipases requires oleic acid as a stabilizer or 
activator (MAFAKHER et al., 2010). Oils of different origins have different fatty acid 
compositions, as well as different concentrations of the same lipids (VICI, 2008). 

Several authors report the production of lipases by fungi and bacteria in 
submerged culture supplemented with olive oil, and some studies mention palm oil, 
Tween 20 and 40, triolein, tripalmitin, soybean oil, cotton oil, sunflower oil and corn oil 
as carbon sources for the production of microbial lipases. 

The fungus 4. niger exhibited a higher specific activity when grown in a medium 
supplemented withsesame oil, sunflower oil and palm oil, whereas greater growth of 
the fungus Penicillium purpurogenum was obtained in macauba oil, soybean oil and 
sunflower oil (VICI, 2008), These results are different ffom those observed in our study. 
Growth in various vegetable oils, including babassu, canola, cotton, sunflower and olive 
oil, was observed for several isolates of Botryosphaeriaspp. (MESSIAS et al., 2009). In 
a similar study, Lima et al. (2003) studied the use ofolive, soybean,comn and sunflower 
oils, and obtained a greater production of lipases by P. aurantiogriseum with olive oil. 

Bancerz, Ginalska and Fiedurek (2005) performed an experiment similar to that 
of this workfor the fungus P. chrysogenum and obtained a better result using corn oil, 
olive oil or triolein as the source for lipase production. D'Annibale et al. (2006) studied 
the effect of adding olive oil, corn oil and soy oil to the culture medum for C. 
Cylindracea, and they observed greater production of lipasesin medium supplemented 
with olive oil. 

Colin, Baigori and Pera (2010) also obtained greater production of lipases by 4. 
niger MYA135 using olive oil than with grape, soy, corn and sunflower oils. Messias et 
al. (2009) obtained better production of lipases by Botryosphaeria ribis in medium 
supplemented with oleic acid. 


4. CONCLUSIONS 

This work demonstrated the importance of standardizing the physical and 
chemical conditions of the culture medium for the growth and production of lipases 
from the isolated filamentous fungus A4, and submerged fermentation in the Khanna 
culture medium with the combination of urea, peptone and KNO3 as a source of 


nitrogen, with the solution of Vogel salts, and cotton oil as a sourceof carbon at an initial 
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pH of 4.5 were defined as the ideal conditions. The optimization of the conditions 
proved to be necessary because it resulted in an increase in the yield of lipases 
produced by the fungus A4. Therefore, the present study was very representative 


because it enabled the selection of strains with a potential for the production of lipases. 
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RESUMO: Giardia duodenalis é um protozoário cosmopolita de distribuição mundial, 
identificado como patógeno humano causador da doença entérica denominada 
giardiose, que afeta mais de 280 milhões de pessoas por ano no mundo e, em alguns 
países, a prevalência dessa patologia pode chegar a 30 %. A sintomatologia pode 
variar de hospedeiro para hospedeiro, e abrange desde assintomáticos ou com 
sintomas leves e autolimitantes até doença grave e crônica, inclusive sem resposta ao 
tratamento. Sua epidemiologia é complexa, apresentando formas de transmissão 
direta e indireta, sendo a veiculação hídrica e a transmissão oro-fecal importantes vias. 
A visualização de G. duodenalis em alíquota de fezes frescas através da microscopia 
é considerada padrão-ouro para o diagnóstico. Esforços nos meios de controle e 
prevenção dessa zoonose devem ser extensivos e contínuos, tendo em vista seu alto 
impacto na saúde pública em países em desenvolvimento. O acesso ao saneamento 
básico e a programas educacionais visando correta higienização pessoal, alimentar e 
ambiental, o controle de animais errantes e a vacinação de animais de companhia, bem 
como os cuidados sanitários com animaisde produção são pontos chave no controle 
da giardiose. 


PALAVRAS-CHAVE: Giardia, diarreia, epidemiologia, zoonose, giardiose 


ABSTRACT: Giardia duodenalis is a cosmopolitan protozoan with worldwide 
distribution, identified as a human pathogen that causes enteric disease and affects 
more than 280 million people worldwide every year. In some countries, the prevalence 
of this pathology can reach 30 %. The symptomatology can vary fromhost to host, and 
includes from asymptomatic or mild and self-limiting symptoms to severe and chronic 
disease, involving no response to treatment. lts epidemiology is complex, there are 
forms of direct andindirect transmission, with water and oro-fecal transmission being 
important routes. Visualization of G. duodenalis in an aliquot of stools through 
microscopy is considered the gold standard for diagnosis. Efforts in the means of 
controlling and preventing this zoonosis must be extensive and continuous, because 
of its high impact on public health in developing countries. Access to basic sanitation 
and educational programs, correct personal, food and environmental hygiene, control 
of stray animals andvaccination of companion animals, as well as sanitation strategies 
for farm animals, are key points in the control of giardiasis. 


KEYWORDS: Giardia, diarrhea, epidemiology, zoonosis, giardiasis. 
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1. INTRODUÇÃO 

Giardia duodenalis é um protozoário, parasito flagelado, de distribuição 
mundial, identificadocomo patógeno humano causador de diarreia em meados dos 
anos 80. Estima-se que Giardia duodenalis cause em torno de 28,2 milhões de casos 
ao ano em todo o mundo. O principal sintoma clínico da doença é a diarreia, que pode 
variar de autolimitada até aguda e persistente, apresentando conjuntamente má 
absorção. Esse mecanismo ainda não é totalmente compreendido, pois há casos de 
infecção assintomática e até mesmo de possível proteção contra diarreias oriundas de 
outros patógenos. 

Outros sintomas são: fadiga, anorexia, eructação, vômitos, flatulência, dor e 
distensão abdominal e esteatorreia (MUHSEN & LEVINE, 2012; MMBAGA & HOUPT, 
2017; VENTURA et. al., 2018; RYAN et. al., 2019). 

Esse parasito infecta predominantemente o intestino delgado, colonizando a 
superfície epitelial (luz), porém não apresenta poder invasivo em camadas mais 
profundas da mucosa. A infecção por G. duodenalis pode acarretar, inclusive, em 
déficit no crescimento infantil. Alguns estudos identificaramque a giardiose é um fator 
de risco para déficit de crescimento em crianças até 2 anos, embora não interfira em 
ganho de peso (MIYAMOTO & ECKMANN, 2015; DONOWITZ et. al., 2016). 

Sua epidemiologia é complexa, apresentando formas de transmissão direta e 
indireta, sendo a veiculação hídrica uma importante via, pois as formas infectantes 
desse parasito podem resistir aos processos de tratamento de água. O Brasil é 
responsável por 1 % dos surtos de giardiose no mundo, entretanto, por não se tratar 
de uma doença de notificação compulsória, acredita-se que esses dados estejam 
subestimados (BALDURSSON & KARANIS, 2011; CERTAD et al., 2017). 

Por ser bastante presente em países subdesenvolvidos, em 2004, a 
Organização Mundial de Saúde (OMS) incluiu Giardia duodenalis, juntamente com 
Cryptosporidium spp., na Iniciativa de Doenças Negligenciadas (Neglected Diseases 
Initiative), para obter uma abordagem mais abrangente sobre esses parasitos e as 
doenças por eles provocadas (SAVIOLI, SMITH & THOMPSON, 2006). 


2. TAXONOMIA 
Durante muitos anos, Giardia sp. teve sua classificação baseada apenas na 
morfologia do parasito e, até a década de 80, sua sistemática estava especificada da 


seguinte maneira: Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe 


Artigo publicado na Revista Brazilian Journal of Development vol. 06 n.9 ISSN 2525-8761 163 


Zoomastigophorea, Ordem Diplomonadida e Família Hexamitidae. Devido à ausência 
de organelas características de células eucarióticas, como complexo de Golgi e 
mitocôndrias, bem como a presença de vias metabólicas similares a células 
procarióticas, ocorreu a classificação errônea de Giardia sp. como um organismo 
eucariótico primitivo, além de erros de interpretação em sua história evolutiva. Porém, 
o avanço de testes moleculares, dados genéticos, estruturais e bioquímicos 
contribuíram para gerar uma nova sistemática: Filo Metamonada, Subfilo Trichozoa, 
Superclasse Eopharyngia, Classe Trepomonadea, Subclasse Diplozoa, Ordem 
Giardiida e Família Giardiidae (PLUTZER, ONGERTH & KARANIS, 2010; 
CERNIKOVA, FASO & HEHL, 2018). 

Até 1952 acreditava-se que havia diferentes espécies de Giardia infectando 
hospedeiros mamíferos, porém, a falta de diferenças nas características morfológicas 
para distinção confiável entre essas espécies não sustentou essa hipótese. Filice 
organizou todas as espécies sem diferenças morfológicas em apenas uma: Giardia 
duodenalis, que está em vigor desde então. Essa espécie foi então subdividida em 8 
genótipos: A e B- infectam humanos e outros mamíferos -, C e D- infectam canídeos 
-, E - infectam animais de criação -, F — infecta gatos, G — infecta roedores, e H - 
infecta pinípedes. Os genótipos A e B, isolados de humanos, foram divididos em 4 
subconjuntos: AI, All, Bllle BIV (THOMPSON, 2009; CACCIO, LALLE & SVÁRD, 
2018). 

Além do complexo Giardia duodenalis apresentado acima, outras seis 
espécies são atualmente reconhecidas: G. agilis (anfíbios), G. psittaci, G. ardeae 
(ambas de pássaros), G. muris, G. microti (ambas de roedores) e G. peramelis 
(marsupiais) (CACCIO, LALLE & SVÁRD, 2018). 


3. CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS 

Giardia sp. é um protozoário unicelular de estrutura simples. Possui dois 
núcleos com envelopes nucleares ligados ao retículo endoplasmático, vacúolos 
periféricos sob a membrana plasmática e um citoesqueleto complexo - todas essas 
estruturas características de células eucarióticas básicas. No entanto, não apresenta 
mitocôndrias, peroxissomos ou Complexo de Golgi. 

O ciclo de vida contém 3 estágios que variam conforme a fase. O primeiro 
estágio é denominado trofozoíto, medindo aproximadamente 15um, sua morfologia 


piriforme, contendo dois núcleos anteriores, disco adesivo ventral, corpos basais, 
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corpos medianos e quatro pares de flagelos (originados dos corpos basais), sendo um 
par anterior, dois pares posteriores e um par caudal. Apresenta metabolismo ativo e 
expressão gênica amplamente aumentada para aporte às divisões celulares (ALI & 
HILL, 2003; SOGAYAR & GUIMARÃES, 2005; ANKARKLEV et. al., 2010; 
CARRANZA & LUJAN, 2010; AL SAAD & AL EMARAH, 2014). O segundo estágio do 
ciclo de vida desse parasito é denominado cisto, apresentando forma oval com 8-12 
um de comprimento por 7-10 um de largura eparede robusta e resistente (composta 
de 60 % de carboidratos e 40 % de proteinas). Em seu interior, apresenta quatro 
núcleos, axonema flagelar e fragmentos do disco ventral. Esse estágio contém menos 
organelas identificáveis que o trofozoito, é inativo e seu metabolismo é desregulado. 
É a forma de resistência desse parasito (GUIMARÃES, SOGAYAR & de FRANCO, 
1999; ANKARKLEV et. al., 2010; AL SAAD & AL EMARAH, 2014). Um terceiro estágio 
de curta duração é denominado excizoito, que difere do trofozoíto pela ausência do 
disco ventral (ainda não formado) e presença de quatro núcleos tetraploides. Trata-se 
de um intermediário entre cisto e trofozoíto (Figura 1) (ANKARKLEV et. al., 2010). 


Figura 1 - estágios de vida de Giardia. a — trofozoito, b — excizoíto, c — cisto. 
Flagelos 


Núcleos 
















Corpos 


Flagelos basais 


anteriores 


Núcleos 


Disco adesivo 
ventral 


Fragmentos do 
disco ventral 





Flagelos 
posteriores 


Corpos 


medianos 
Flagelos 


caudais 
Axonema 
flagelar 


Parede do cisto 


a b c 


Fonte: Os autores. 
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4. CICLO BIOLÓGIGO 

O ciclo de Giardia sp. começa com a infecção do hospedeiro através da ingestão 
de cistos viáveis na água ou alimentos contaminados. Uma vez no estômago, tem 
início o desencistamento, estimulado pela presença de ácidos gástricos e enzimas 
pancreáticas. Como resultado, é liberado um excizoíto (estágio intermediário entre 
cisto e trofozoito) com 4 núcleos, que por sua vez sofre divisão binária longitudinal 2 
vezes, dando origem a 4 trofozoítos. Nesse processo de divisão, ocorre a formação 
do disco adesivo, a regulação de proteínas ligadas à motilidade, a formação de 
organelas e oaumento da expressão gênica e do metabolismo. Esses trofozoítos se 
replicarão no duodeno e jejuno, realizando a colonização do intestino delgado. 
Posteriormente, já no ceco e íleo, a falta de colesterol,o pH alcalino e o excesso de 
sais biliares darão início ao processo de encistamento, onde ocorre a degradação de 
proteínas, a formação de vesículas específicas, a redução na expressão de genes 
específicos dos trofozoítos e a expressão de proteínas específicas da parede do cisto. 
O cisto, por sua vez, é a forma de resistência de Giardia sp. e será excretado nas 
fezes, contaminando o ambiente (Figura 2) (SOGAYAR & GUIMARÃES, 2005; 
HUANG & WHITE, 2006; ANKARKLEV et al., 2010). 


Figura 2 - Ciclo de Giardia sp. a — água ou alimentos contaminados com cistos são ingeridos pelo 
hospedeiro. b — após a ingestão, no estômago, inicia-se o processo de desencistamento, dando 
origem a um excizoíto que sofrerá divisão binária 2 vezes, originando 4 trofozoítos. Esses se 
replicarão no duodeno e jejuno, colonizando o intestino delgado. No ceco e íleo, começa o 
processo de encistamento, dando origem aos cistos. c — o cisto é eliminado pelo hospedeiro 
contaminando o ambiente. 





Fonte: Os Autores. 
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O processo de encistamento é mais lento e com menor sincronia do que o 
desencistamento, pois nem todas as células se diferenciam de forma imediata, 
tornando um curso de transição gradual. Os cistos consomem em média 15 % do 
oxigênio dos trofozoítos, e podem permanecer por meses em água doce em 
aproximadamente 4ºC. Já os trofozoítos podem colonizar o intestino dos hospedeiros 
por semanas a anos, aproveitando as condições dos mesmos nas etapas desse 
processo (BIRKELAND et al., 2010). 

Além da forma resistente de cisto para sobreviver no meio ambiente, Giardia 
sp. apresenta também um mecanismo de sobrevivência dentro do intestino do 
hospedeiro através da variação antigênica, que consiste na troca contínua de 
antígenos específicos de superfície a fim de escapar do sistema imune (CARRANZA 
& LUJAN, 2010). 


5. GIARDIOSE 
5.1. TRANSMISSÃO 

A transmissão de Giardia sp. tem início através da ingestão de cistos viáveis 
pelo hospedeiro (transmissão fecal-oral), que pode ocorrer de várias maneiras, tais 
como contato direto com outro hospedeiro ou materiais, água e/ou alimentos 
contaminados. Algumas práticas sexuais também podem ter relação com a 
transmissão. Os cistos podem também ser carreados por pássaros ou insetos, 
favorecendo a contaminação ambiental (HUNTER & THOMPSON, 2005; 
ROBERTSON, 2013). 

A água e os alimentos contaminados são os meios de transmissão mais 
comuns de Giardia. Esses meios são favorecidos pela presença de alguns fatores 
referentes à biologia desse parasito: excreção de grande número de cistos nas fezes, 
alta resistência do cisto no ambiente, que pode permanecer viável por semanas a 
meses, desde que em condições favoráveis, como umidade e temperatura, e a baixa 
dose infectante (ROBERTSON, 2013). 

Existem 4 principais ciclos de transmissão que podem interagir entre si e são 
responsáveis pela manutenção de Giardia sp. em hospedeiros mamíferos: o ciclo 
humano, o de animais de companhia, ode animais de criação e o de animais 
selvagens. Esses ciclos podem ser interligados com transmissão de forma direta ou 
por fontes de água contaminadas (THOMPSON, 2004). 

Apesar de diferentes genótipos possuírem especificidade para determinados 
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hospedeiros, vários estudos têm contribuído para confirmar essa interação entre ciclos 
de transmissão de Giardia: em 1997, pesquisadores encontraram um cão com 
infecção mista dos genótipos B e C (específicas de humanos e cães, 
respectivamente), sugerindo provável infecção do cão por fonte humana. Em 2004, 
isolados de cães e humanos obtidos em uma mesma comunidade de Assan, na Índia, 
apresentavam fortes semelhanças genéticas entre eles, sugerindo forte infecção 
zoonótica. Mais recentemente, em 2016, 15 isolados obtidos de amostras de crianças 
de até 4 anos de idade foram semelhantes ao genótipo E, que é específica de gado, 
sinalizando possíveis novas rotas de transmissão zoonótica. No entanto, ainda não 
há uma evidência concreta de que esse tipo de transmissão esteja ocorrendo 
sistematicamente (HOPKINS et. al., 1997; TRAUB et. al., 2004; FANTINATTI et. al., 
2016; THOMPSON & ASH, 2016). 
5.2 EPIDEMIOLOGIA 

A giardiose é uma doença entérica que afeta mais de 280 milhões de pessoas 
por ano no mundo e, em países subdesenvolvidos, a prevalência dessa patologia 
pode chegar a 30 %. A maior exposiçãoàã água contaminada pela população pobre 
nesses países, a falta de saneamento básico e infraestrutura aumentam os riscos de 
infecção (COELHO et al., 2017). 

O sequenciamento completo do genoma de Giardia duodenalis proporcionou 
avanços nas investigações epidemiológicas desse parasito, tais como a capacidade 
de transmissão zoonótica e as fontes de surtos, sendo a veiculação hídrica sua 
principal forma de propagação. Estudos demonstraram que o genótipo A-l, isolado de 
humanos, animais e fontes de água contaminada de diferentes países apresentava 
alta similaridade, com raras variações no genoma, consistindo em seu caráter 
cosmopolita. Em contrapartida, o genótipo B foi bastante variável (várias linhagens 
clonais), estando relacionado a surtos causados pela água em determinadas regiões 
geográficas (TSUI et. al., 2018; THOMPSON & ASH, 2019). 

Conforme citado anteriormente, a veiculação hídrica é o meio associado mais 
comumente à ocorrência de surtos de Giardia, sejam águas recreativas ou para 
consumo. Esse meio de transmissão foi o responsável por um surto recente ocorrido 
na Noruega, onde mais de 3.000 casos sintomáticos foram registrados. No entanto, a 
transmissão oro-fecal direta também é comum e bastante observada em creches, 
assim como o aumento da incidência dessa doença em homens homossexuais pode 


estar relacionada com as práticas sexuais, apesar da infecção pelo vírus HIV não 
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apresentar fator de risco para giardiose (ADAM, 2020). 

Um estudo epidemiológico caso-controle realizado na Nova Zelândia identificou 
que ter um familiar infectado dentro da residência é fator de risco para a infecção de 
outros membros da família, potencializando a forma de transmissão direta (indivíduo 
para indivíduo), em um panorama de contaminação dos alimentos preparados pelo 
indivíduo infectado (ZAJACZKOWSKI et al., 2018). 

Embora bastante importante em humanos, a giardiose também pode ser 
observada em animais domésticos e selvagens. Entre os animais domésticos, a maior 
prevalência de infecção por Giardia foi encontrada em cães, variando entre 0,8 a 45 % 
só no Brasil, seguido pelos gatos (3,5 % a 13,7 %). Isso reforça a giardiose como um 
problema de saúde pública, posto que cães e gatos errantes podem contaminar o 
ambiente e apresentarem-se assintomáticos à doença, além de manter relações 
próximas com humanos (COELHO et a/., 2017; RYAN & ZAHEDI, 2019). 

Devido à relativa especificidade de hospedeiro, outra hipótese levantada é de 
que animais de companhia seriam portadores dos genótipos A e B (específicas para 
humanos), atuando como veículos de transmissão mecânica, contaminando o 
ambiente ou até mesmo apresentando cistos aderidos à pelagem (ZAJACZKOWSKI 
et. al., 2018). 

Infecções por Giardia sp. também apresentam prevalências altas em animais 
de criação, mais comumente o gado, onde podem alcançar 74,2 %, sendo mais 
comuns em bezerros e gado leiteiro do que no gado de corte. Apesar do genótipo E 
ser o mais descrito causando infecção nesses animais, o genótipo A (l e Il) e, em 
menor número, o genótipo B (Ill e IV) também foram relatados (RYAN & ZAHEDI, 
2019). 

5.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 
Em Humanos 

A giardiose é uma enfermidade que se desenvolve através de diversos fatores 
inerentes à complexa interação entre parasito e o hospedeiro. Não tem caráter 
invasivo e seu desenvolvimento transcorre no epitélio intestinal. Seus sinais clínicos 
mais comumente apresentados são diarreia, náusea, vômito e perda de peso e podem 
começar a aparecer entre 7 a 12 dias após a infecção (BARTELT & SARTOR, 2015; 
EINARSSON, MA'AYEH & SVARD, 2016). 

O desenvolvimento dos sintomas pode variar de hospedeiro para hospedeiro, 


de assintomáticos ou com sintomas leves e autolimitantes até doença grave e 
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cronicidade, inclusive sem resposta ao tratamento. Esses sintomas variam conforme 
o estado imunológico, nutricional, microbiota intestinal e infecções mistas do 
hospedeiro (BARTELT & SARTOR, 2015; EINARSSON, MA'AYEH & SVARD, 2016). 

A atrofia leve ou severa das vilosidades do epitélio intestinal, bem como 
reações inflamatórias crônicas, são frequentemente encontradas em pacientes 
sintomáticos, variando tanto de indivíduo para indivíduo quanto no epitélio do mesmo 
indivíduo (ADAM, 2020). 

A cronicidade da giardiose pode levar ao desenvolvimento de síndromes do 
intestino irritável e fadiga crônica, alergias alimentares e artrite. Surtos de giardiose 
em áreas não endêmicas podem acarretar a continuidade dos sintomas por um 
período mesmo após a eliminação do parasito (EINARSSON, MA'AYEH & SVARD, 
2016). 

Um estudo prospectivo de coorte realizado em Bangladesh evidenciou que a 
infecção por Giardia duodenalis nos primeiros 6 meses de vida pode causar 
diminuição no escore de crescimento em crianças até 2 anos. Anteriormente, esse 
mesmo fenômeno havia sido observado em testes in vitro com camundongos 
induzidos à má-nutrição (BARTELT et al., 2013; DONOWITZ et al., 2016). 


Em Animais 

A infecção por Giardia é comum em animais de companhia, sendo a principal 
espécie a acometer cães e gatos. Pode ocasionar diarreia, leve desconforto 
abdominal ou dor abdominal intensa, perda de peso e cáibras. Animais jovens ou 
imunossuprimidos são os que mais apresentam os sinais clínicos característicos, 
podendo ainda apresentar síndrome da má absorção, acarretando em retardo do 
crescimento. No entanto, a infecção assintomática também é observada (DESTRO et 
al., 2019; RYAN& ZAHEDI, 2019). 

Da mesma forma como em animais de companhia, infecções por Giardia são 
frequentes em bovinos, ovinos e caprinos. Em bovinos, podem causar diarreia e 
redução no crescimento e desenvolvimento de bezerros, mas frequentemente são 
infecções assintomáticas. Em ovinos e caprinos, a giardiose é mais severa, podendo 
causar diarreia grave, depressão, perda de peso e mortalidade, estando associada à 
diminuição no ganho de peso e à pior conversão alimentar (RYAN & ZAHEDI, 2019). 

Similar à infecção nos bovinos, a giardiose em suínos pode causar diarreia, 


porém frequentemente se apresenta de forma assintomática (RYAN & ZAHEDI, 2019). 
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5.4 DIAGNÓSTICO 

O método diagnóstico mais comum em infecção por Giardia se dá pela 
detecção de cistos presentes em fezes frescas ou trofozoítos móveis presentes em 
fezes diarreicas ou lavado duodenal. Testes imunológicos e moleculares também 
podem ser empregados (BALLWEBER et. al., 2010; WILLAR, MD., 2015). 

A visualização de Giardia sp. em alíquota de fezes frescas através da 
microscopia é considerada padrão-ouro para o diagnóstico e pode ser realizado de 
forma direta ou por meio de concentração, variando a sensibilidade do teste. A 
quantidade de fezes analisadas e o treinamento profissional do microscopista auxiliam 
no emprego correto desses métodos para o diagnóstico fidedigno (HOOSHYAR et. 
al., 2019). 

Os métodos diretos envolvem a visualização de trofozoítos móveis em 
esfregaços de fezes frescas (diarreicas ou pastosas) pré-diluídas em solução salina 
(NaCl 0,85 %) ou trofozoítos imóveis em acetato de sódio-ácido acético-formaldeído 
(SAF), que pode ser observado descorado ou corado com solução de iodo (lugol 2- 
5 %). A morfologia dos trofozoitos não é preservada por muito tempo em solução 
salina, porém a utilização da solução acetato de sódio-ácido acético-formaldeído 
(SAF) com adição de lugol, embora imobilize esse estágio, preserva as características 
morfológicas do parasito (HOOSHYAR et. al., 2019; DESTRO et. al., 2019). 

Em fezes normais, geralmente de indivíduos assintomáticos, os mesmos 
métodos podem ser empregados, no entanto o estágio mais comum e frequentemente 
observado é o cisto. A sensibilidade desses métodos varia de acordo com o número 
de amostras analisadas, pois a intermitência da excreçãode cistos nas fezes ou o baixo 
número dos mesmos na alíquota dificultam o diagnóstico. É recomendadauma série de 
3 amostras em dias alternados ou espaçadas em 10 dias para reduzir as chances de 
falso negativo (RIVERA et. al., 2002; SOARES & TASCA, 2016; HOOSHYAR et al., 
2019). 

Outro método bastante utilizado é o de concentração, onde um procedimento 
de flotação ou sedimentação é realizado através de diferença de densidade e força 
centrífuga para separar cistos e ovos de detritos fecais. É um método que facilita a 
visualização desses microrganismos mesmo que pouco presentes nas amostras, pois 
o esfregaço é confeccionado apenas da alíquota concentrada, reduzindo o número de 
material orgânico no campo de visualização. Solução salina, nitrato de sódio, sacarose 


(Sheater) e sulfato de zinco (Faust) são soluções mais utilizadas na flotação, sendo 
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esta última mais específica para Giardia sp. pois a sacarose é hipertônica e altera a 
morfologia dos cistos, o que não acontece com sulfato de zinco. Os dois métodos mais 
comumente empregados são o de centrífugo- flutuação de Faust e o de centrífugo- 
sedimentação de Ritchie (SHEATER, 1923; FAUST et al., 1938; RITCHIE, 1948; 
TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010; HOOSHYAR et al., 2019). 

Além dos métodos de microscopia, técnicas imunológicas também podem ser 
empregadas, tais como ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), 
imunocromatografia e imunofluorescência (IF). Todos eles com rápida e fácil execução 
e bons resultados de especificidade e sensibilidade, sendo mais indicados para 
exames epidemiológicos, investigação de surtos ou triagem em áreas endêmicas. 
Também podem ser empregados quando os testes microscópicos não apresentarem 
resultados convincentes. Tanto IF quanto ELISA utilizam anticorpos monoclonais 
contra proteínas da parede do cisto. A imunocromatografia utiliza também anticorpos 
monoclonais contra proteínas específicas do trofozoíto. Kits imunoenzimáticos estão 
disponíveis industrialmente, sendo alguns deles destinados à detecção simultânea de 
Giardia, Cryptosporidium e Entamoeba em amostras fecais. As desvantagens desses 
métodos são seu alto custo relativo e possível falso positivo devido à reação cruzada, 
ainda que essa taxa esteja próxima de 2% (GEURDEN, VERCRUYSSE & 
CLAEREBOUT, 2010; TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010; GONI et al., 2012; 
HEYWORTH, 2014). 

Embora possa ser utilizada para teste diagnóstico, a reação em cadeia da 
polimerase (polymerase chain reaction — PCR) é mais indicada para estudos 
taxonômicos e epidemiológicos, quando espécies ou genótipos de Giardia precisam 
ser diferenciados. Trata-se de um método molecular que utiliza um gene para 
diagnóstico ou vários genes para genotipagem. Entre os mais comumente 
empregados estão a pequena subunidade do DNA ribossomal (SSU - 185), glutamato 
desidrogenase (Gdh - gene responsável pelo metabolismo de carboidratos e síntese 
de aminoácidos), triose-fosfato isomerase (Tpi — também responsável pelo 
metabolismo de carboidratos) e B-giardin (proteína estrutural do disco adesivo) 
(GEURDEN, VERCRUYSSE & CLAEREBOUT, 2010; LUJAN & SVÁRD, 2011; 
HOOSHYAR et. al., 2019). 

Outros alvos gênicos que podem ser utilizados para análise filogenética de 
Giardia são as proteínas M1h1 (reparação do DNA), EF1- a (aparelho translacional), 


Ferredoxina (metabolismo energético), Histonas (compactação do DNA), Actina e a- 
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tubulina (proteínas estruturais), Chaperonin60 e GLORF-C4 (choque térmico), região 
intergênica ribossomal, região ITS e proteína ribossomal 1.7a (ambas envolvidas na 
síntese de proteínas) (LUJAN & SVÁRD, 2011). 

Embora esta técnica seja considerada altamente sensível e específica, a 
presença de inibidores da PCR nas fezes pode fazer com que não ocorra replicação 
em cerca de 20 % das amostras positivas em testes microscópicos e/ou imunológicos, 
acarretando falso negativo (TANGTRONGSUP & SCORZA, 2010). 

5.5 TRATAMENTO 

Atualmente, existem vários fármacos disponíveis para o tratamento de 
infecções por Giardia. Os mais empregados são os derivados da classe nitroimidazol 
(metronidazol, tinidazol, ornidazol, secnidazol) e derivados da classe benzimidazol 
(mebendazol, albendazol e fembendazol). Apesar dessas opções, não há um 
consenso em relação ao uso desses fármacos, pois todos eles apresentam algum 
efeito adverso, podem agir na microbiota intestinal, apresentar algum potencial 
carcinogênico ou até mesmo induzir o desenvolvimento de resistência pelo parasito, 
principalmente pela classe dos nitroimidazois. Infecções frequentes mesmo com o uso 
desses medicamentos também foram descritas. Entretanto, o metronidazol ainda é o 
mais empregado mundialmente (EISSA & AMER, 2012; GARCÍA et al., 2020). 

Tratamentos alternativos para giardiose também podem ser empregados 
utilizando nitazoxanida, furazolidona, quinacrina, cloroquina e paromomicina. 
Nitazoxanida foi descrita como sendo altamente eficaz contra isolados de G. 
duodenalis resistentes ao metronidazol. Paromomicina édescrita como fármaco de 
escolha no tratamento de giardiose em gestantes pela baixa absorção intestinal e 
excreção sem metabolização. Furazolidona apresenta eficácia variável e efeitos 
adversos indesejáveis (LEITSCH, 2015; GARCÍA et al., 2020). 

Os fármacos fembendazol e associações de febantel com pirantel e 
praziquantel são descritos como amplamente utilizados para tratamento de giardiose 
e outras parasitoses em animais, além de nãoalterar significativamente a microbiota 
intestinal desses hospedeiros (LEE et al., 2020; FUJISHIRO et al., 2020). 

5.6 CONTROLE E PREVENÇÃO 

Conforme descrito anteriormente, a veiculação hídrica tem sido a principal 
forma de infecção e causa de surtos pelo mundo. Logo, a importância do tratamento 
correto de águas de consumo e recreação, a irrigação de hortaliças e lavagem de 


alimentos crus antes do consumo com água tratada, bem como o acesso a programas 
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de saneamento e higiene da água contribuem para a redução de casosdessa doença 
(RYAN et al., 2019). 

A higiene pessoal e ambiental inadequada e a falta de infraestrutura em saúde 
também foram descritas como potenciais agentes de giardiose e outras parasitoses, 
principalmente em países em desenvolvimento. Esse problema é agravado quando 
se trata de crianças convivendo em ambientes fechados com limpeza incorreta ou 
insuficiente. Portanto, a implementação de ações preventivas para esses problemas 
e uma efetiva educação em saúde devem ser intensas e constantes (HARVEY et al., 
2020). 

O contato frequente com animais errantes, principalmente cães e gatos, o 
descontrole populacional desses animais em áreas urbanas e seu acesso a lixões 
contribuem para a manutenção de Giardia, bem como de outros parasitos, no 
ambiente, favorecendo a disseminação de zoonoses. Atividades educacionais e 
controle populacional de animais errantes colaboram para a redução desse problema 
(DESTRO, FC et al., 2019; HARVEY et al., 2020). 

Segundo o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC), agência do 
Departamento de Saúde e Serviços Humanos dos Estados Unidos, as principais 
diretrizes para controle e prevenção de giardiose para o público em geral são: a) 
praticar boa higiene, b) evitar fontes de água que possam estar contaminadas, c) evitar 
ingerir alimentos que possam estar contaminados, d) evitar contato ou contaminação 
com fezes durante o sexo, e) limpeza do ambiente após presença de animais ou 
pessoas doentes. Detalhes dessas diretrizes bem como suas fontes podem ser 
consultadas no link https://www.cdc.gov/parasites/giardia/prevention-control-general- 


public.html. 


6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A giardiose é uma doença de forte presença no cotidiano da população mundial, 
principalmente em países subdesenvolvidos. Seu impacto na saúde pública é alto e, 
em vários países, sua prevalência é elevada. Esforços nos meios de controle e 
prevenção dessa zoonose devem ser extensivos e contínuos, bem como o acesso ao 
saneamento básico e a correta higienização pessoal e ambiental. Cuidados sanitários 
com animais de companhia e de criação também devem ser elaborados a fim de 
reduzir os elevados índices dessa doença, principalmente em populações em 


situação de vulnerabilidade. O tratamento eficaz em humanos e animais, bem como 
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a vacinação nesses últimos, também contribui para a redução da manifestação dessa 
zoonose. No entanto, o esforço deve ser conjunto na eliminação das fontes de 
infecção da doença para diminuição de casos de reinfecção. 

Avanços nas pesquisas referente taxonomia, biologia e histórico desse parasito 
estão contribuindo para o conhecimento aprofundado da giardiose, principalmente no 
campo molecular. No entanto, ainda não houve um consenso sobre as espécies ou 
genótipos e suas respectivas especificidades aos hospedeiros, e muitos estudos no 


campo de mapeamento genético de Giardia sp ainda devem ser realizados. 
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RESUMO: A caracterização da morfologia do sistema digestivo dos peixes é de 
fundamental importância, pois está relacionada com a sua dieta e as características 
do local de alimentação. O estudo foi conduzido no Laboratório Multidisciplinar de 
Estudos em Animais, na Universidade Estadual do Paraná, campus Paranaguá, 
utilizando as espécies de peixes mais frequentes no Mercado Municipal de Peixes de 
Paranaguá/PR — Brasil, durante o outono, com seis repetições de cada espécime: 
Pescada-amarela (Cynoscion acoupa), Pampa (Trachinotus spp.), Bagre (Genidens 
barbus), Peixe-galo (Selene setapinnis), Robalo-peva (Centropomus parallelus), 
Anchova (Pomatomus saltatrix), Betara (Menticirrhus spp.) e Tainhota (Mugil 
brasiliensis). Para a descrição morfológica, foram observados aboca, o esôfago, 
estômago, fígado, intestino e a presença ou ausência de cecos pilóricos. Ao analisar 
otubo digestivo de C. acoupa e Trachinotus spp. observou-se que apesar de se 
estender ao longo da cavidade não preenchia totalmente em função da bexiga 
natatória que se estendia ao longo de todo o peritônio. Contudo, o conteúdo estomacal 
demonstrou morfologia condizente com o seu hábitoalimentar carnívoro. Os peixes S. 
setapinnis, C. parallelus e P. saltatrix também eram carnívoros principalmente por 
apresentarem boca grande, dentes faringeanos e mandíbulas fortes, porém, para 
confirmar foram esvaziados os conteúdos estomacais estando presentes restos de 
peixes e crustáceos. O Menticirrhus spp. possuíam dentes ao redor da arcada dentária 
e projeção da mandíbula grande e forte. No conteúdo estomacal foi observada uma 
sardinha inteira, caracterizando como carnívoro. Ao esvaziar o conteúdo estomacal 
Genidens barbus havia a presença de pequenos camarões, sedimentose algas se 
enquadrando como onívoro. E, por fim, a Mugil brasiliensis, que possuía o trato 
digestivo estendido por toda a cavidade abdominal, com intestino longo, medindo 
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maior que seu corpo. E, nos conteúdos digeridos, observaram-se algumas algas, 
sendo a única espécie herbívora presente no estudo. 


PALAVRAS-CHAVE: Análise, trato digestivo, hábito alimentar. 


ABSTRACT: The characterization of the morphology of the digestive system of fish is 
of fundamental importance, as it is related to their diet and the characteristics of the 
feeding place. The study was conducted at theMultidisciplinary Laboratory for Animal 
Studies, at the State University of Paraná, campus Paranaguá, using the most frequent 
fish species at the Municipal Fish Market of Paranaguá / PR - Brazil, during the fall, 
with six replicates of each specimen : Yellow hake (Cynoscion acoupa), Pampa 
(Trachinotus spp.), Catfish (Genidens barbus), Cockfish (Selene setapinnis), Sea bass 
(Centropomus parallelus), Bluefish (Pomatomus saltatrix), Betara (Menticirrhus spp.) 
and Tainhota (Mugil brasiliensis). For the morphological description, the mouth, 
esophagus, stomach, liver, intestine and the presence or absenceof pyloric caeca were 
observed. When analyzing the digestive tract of C. acoupa and Trachinotus spp.it was 
observed that despite extending along the cavity, it did not fully fill due to the swimming 
bladderthat extended along the entire peritoneum. However, the stomach contents 
showed a morphology consistent with their carnivorous eating habits. The fish S. 
setapinnis, C. parallelus and P. saltatrix werealso carnivorous mainly for having large 
mouth, pharyngeal teeth and strong jaws, however, to confirmthe stomach contents 
were emptied and the remains of fish and crustaceans were present. Menticirrhusspp. 
they had teeth around the dental arch and a large, strong jaw projection. In the stomach 
contents, an entire sardine was observed, characterizing it as a carnivore. When 
emptying the Genidens barbus stomach contents, small shrimps, sediments and algae 
were found to be omnivorous. And finally, Mugilbrasiliensis, which had the digestive 
tract extended throughout the abdominal cavity, with a long intestine, measuring larger 
than its body. And, in the digested contents, some algae were observed, being the only 
herbivorous species present in the study. 


KEYWORDS: Analysis, digestive tract, eating habit. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os peixes são os mais antigos e estruturalmente simples de todos os 
vertebrados vivendo hoje. Eles também são abundantes em termos de espécies e 
de indivíduos. Cerca de 24.000 das pelo menos 30.000 espécies de peixes são 
conhecidas pela ciência. Os peixes compõem cerca de metade de todas as espécies 
de vertebrados da Terra (CASTRO et al., 2012). 

No Brasil, por ter a costa marinha extensa, apresenta muitas espécies de 
peixes, constituindo-se, a pesca, um importante recurso natural renovável, 
contribuindo com 12 % da proteína animal consumida pelo homem (RAPOSO e 
FERREIRA, 2020). Desde o início dos tempos o homem tem se interessado por este 
grupo por se constituir em um importante recurso alimentar. As espécies de origem 
estuarina e marinha contribuem com cerca de 90 % da produção mundial de pescado 
(PAIVA, 1997). 

A maioria dos peixes capturados na baia de Paranaguá e ao longo da costa 
do Litoral do estado do Paraná, desembarca nas docas do Mercado Municipal de 
Peixes. É uma quantidade de pescado variado a ser consumido pela população que 
geralmente desconhece a espécie que está se alimentando. A caracterização da 
morfologia do trato digestório dos peixes é de fundamental importância, pois está 
relacionada com a sua dieta, as características do local de alimentação e o estágio 
de desenvolvimento do indivíduo (SEIXAS FILHO et al., 2003; BECKER et al., 2010). 

Os peixes apresentam diversas adaptações do sistema digestório, conforme 
a especialização requerida para ingerir, digerir e absorver os diferentes tipos de 
alimento (BALDISSEROTTO, 2009). A necessidade de adaptação a ambientes com 
características tão diferentes, faz com que existam espécies de peixes planctófagas, 
herbívoras, frugívoras, iliófagas, carnívoras, onívoras, detritívoras, dentre outras, o 
que torna possível a coexistência de diversas espécies no mesmo ambiente 
(CASTAGNOLLI, 1992). 

O sistema digestivo consiste em cavidade oral, esôfago, intestinos delgado e 
grosso, reto e ânuse suas glândulas associadas, glândulas salivares, fígado e 
pâncreas. Sua função é obter a partir dos alimentos ingeridos, as moléculas 
necessárias para a manutenção, o crescimento e as demais necessidades 
energéticas do organismo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). 

Em peixes com estômago, o intestino inicia após o piloro; em peixes sem 


estômago o intestino inicia logo após o esôfago e pode apresentar um alargamento e 
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formar um bulbo intestinal para o armazenamento temporário do alimento em algumas 
espécies agástricas (WILSON & CASTRO, 2011). 

O intestino dos peixes em muitas espécies consiste simplesmente de um tubo, 
mas algumas apresentam também os cecos pilóricos, que são projeções digitiformes 
da região proximal (BALDISSEROTTO, 2009). No entanto, tais generalizações devem 
ser aplicadas com cautela, uma vez que não somente a plasticidade fenotípica, mas 
também a ontogenia e a filogenia exercem grande influênciana estrutura do intestino 
(GERMAN & HORN, 2006). 

Os intestinos longos podem ter diferentes organizações tridimensionais na 
cavidade celomática, em formato espiralado ou esférico, com várias torções e voltas 
(NRC, 2011). Nos carnívoros, o intestino é curto, mas como a quantidade de alimento 
ingerido é muito menor pois a quantidade de nutrientes aproveitáveis é maior, o 
trânsito é mais lento (BALDISSEROTTO, 2009). 

Para tanto, o objetivo desse estudo foi analisar e comparar a morfologia do 
sistema digestivo dos peixes mais frequentes durante o período de outono no mercado 


municipal de peixes em Paranaguá-PR. 


2. MATERIAIS E MÉTODOS 

O experimento foi conduzido no Laboratório Multidisciplinar de Estudos em 
Animais (LABMEA), na Unespar — Universidade Estadual do Paraná, campus 
Paranaguá, utilizando as espéciesde peixes mais frequentes durante o outono de 
2018, com seis repetições de cada espécime, oriundos do Mercado Municipal de 
Paranaguá-PR. 

Para realizar o levantamento das principais espécies comercializadas em 
Paranaguá, foram feitas visitas às docas do Mercado Público, com o propósito de 
obter informações do que é coletado durante o outono. 

Foram utilizados 48 exemplares de peixes frescos, ou seja, recém-pescados de: 
Bagre (Genidensbarbus), Pescada-amarela (Cynoscion acoupa), Betara (Menticirrhus 
americanus), Pampa (Trachinotus spp.), Peixe-galo (Selene setapinnis), Robalo-peva 
(Centropomus parallelus), Anchova (Pomatomus saltatrix) e Tainhota (Mugil 
brasiliensis) com seis repetições cada um. Os exemplares dos peixes foram 
acondicionados em caixas térmicas, e em seguida, transportados ao LABMEA para a 
realização das análises morfológicas. Os peixes foram pesados e medidos com 
balança de precisão e paquímetro, em seguida, fotografados todos os órgãos 
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digestivos. 

Para a avaliação morfológica destes órgãos, foram realizadas no sentido 
ântero-posterior na região mediano-ventral de cada exemplar, para abertura da 
cavidade abdominal, expondo desta formao trato digestório. Para a descrição 
morfológica, foram observadas a posição da boca, presença e tipos de dentes, 
esôfago, estômago, fígado, intestino e a presença ou ausência de cecos pilóricos. 

O conteúdo estomacal dos peixes foi analisado utilizando lupa eletrônica, 
comparando com as referências bibliográficas específicas para identificação 
taxonômica e porcentual do número de estômagos onde ocorre determinado hábito 
alimentar. 

De acordo com as bibliografias de Baldisserotto et al. (2014), Fischer (1999) e 
Figueiredo & Menezes (1980), foram identificados o nome científico de cada grupo de 
peixes. As principais espécies de peixes encontradas durante o período foram o bagre 
(Genidens barbus), pescada-amarela (Cynoscion acoupa), betara (Menticirrhus 
americanus), anchova (Pomatomus saltatrix), pampa (Trachinotus spp.), peixe-galo 
(Selene setapinnis), robalo-peva (Centropomus parallelus), e tainhota (Mugil 
brasiliensis). 

O comprimento intestinal (Cl) foi obtido por meio da relação Cl = Ci/Cp, a 
relação do comprimento do intestino (Ci) com o do corpo (Cp), conforme a descrição 
de Bertin (1958). 

Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo programa 
MinitabQ, relacionando o comprimento do intestino, fígado e do corpo dos peixes. 


3. RESULTADOS 

Das cinco visitas ao Mercado Municipal de Paranaguá, PR, foram obtidas ao 
total de quarenta e oito (48) espécimes de peixes. Os peixes capturados foram 
identificados a taxonomia, classificadose listados com as informações das suas 
características (Figura |). 


Artigo publicado na Revista Brazilian Journal of Development vol. 06 n.9 ISSN 2525-8761 183 


Figura |. Representantes das espécies analisadas morfologicamente. (A) Pomatomus saltatrix, (B) 
Genidens barbus, (C) Menticirrhus americanus, (D) Trachinotus spp., (E) Mugil brasiliensis, (F) 
Selene setapinnis, (G) Cynoscion acoupa, (H) Centropomus parallelus. 


A B c 





L ” 


Fonte: O autor. 


A morfometria dos peixes foi diferente significativamente (P<0,05) no sentindo 
de hábito alimentar, sendo que os peixes herbívoros apresentaram médias maiores 
que a dos carnívoros e onívoros. As medidas morfoanatômicas dos órgãos do tubo 


digestivo encontram-se resumidamente na Tabela 1. 
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Tabela |. Médias das medidas morfométricas dos órgãos dos tubos digestivos das espécies 
analisadas morfologicamente. (Pampo) Trachinotus spp., (P. Amarela) Cynoscion acoupa, (Bagre) 
Genidens barbus, (P. Galo) Selene setapinnis, (Robalo) Centropomus parallelus, (Anchova) 
Pomatomus saltatrix, (Betara) Menticirrhus americanus, (Tainhota) Mugil brasiliensis. 



































Palas Comp. Corpo Comp. Fígado Comp. Intestino 
(cm) (cm) (cm) 
Pampo 24,833! 4,750 9 14,833 Pe 
P. Amarela 291674 4,900 º 11,667 € 
Bagre EE SPA 6.239.025 1999 PU 
P. Galo 40,833 2 EU di 15,633» 
Robalo 27,839.€9 dd 16;617 ? 
Anchova 26,/167/0€ 5: 3000:€4 13,917 4 
Betara 23,167! 4,900 º 12,250 
Tainhota 41,833 2 6,367 à 49,667 à 











Letras diferentes, os dados são significativos (P<0,05) pelo Teste de Tukey. 


Os valores médios dos pesos do corpo como um todo, o fígado e intestino, 
apresentaram-se de acordo com as teorias de morfologias comparativas de peixes 
com hábitos alimentares diferenciados. Na qual, os peixes onívoros (G. barbus) e 


herbívoro (Mugil brasiliensis) obtiveram médias análogas. Os restantes dos peixes de 
hábitos alimentares carnívoros obtiveram 


valores menos | significativos, 
resumidamente na Tabela Il. 
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Tabela Il. Valores Médios dos pesos dos órgãos que compõem o tubo digestório dos peixes 
analisados morfologicamente. (Pampo) Trachinotus spp., (P. Amarela) Cynoscion acoupa, (Bagre) 
Genidens barbus, (P. Galo) Selene setapinnis, Robalo) Centropomus parallelus, (Anchova) 
Pomatomus saltatrix, (Betara) Menticirrhus americanus, (Tainhota) Mugil brasiliensis. 






































Peixes Peso Corpo (9) Peso Fígado (9) Peso Intestino (9) 
Pampo 288,5 € 2,138 37,00 € 
P. Amarela 300,5 € 343º 39,00 € 
Bagre 509,75 2,004 61,67 * 
P. Galo 423,3 * 8,48» 44,00 º 
Robalo 302,17 € 1,96 34,17 € 
Anchova 321,00 € 375º 41,67 º 
Betara 288,67 € 1,95" 30,00 € 
Tainhota 486,00 2 10,41 à 29,50 * 





Letras diferentes, os dados são significativos (P<0,05) pelo Teste de Tukey. 


4. CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS 

4.1 CAVIDADE ORAL 

De acordo com as análises das cavidades orais de Cynoscion acoupa, Menticirrhus 
americanus, Pomatomus saltatrix, Trachinotus spp., Selene setapinnis, Centropomus 
parallelus observou-se a presença de inúmeros dentes pontiagudos que os 
classificam como carnívoros predadores. Porém, a espécie Genidens barbus possuía 
dentições menores e presença de dentes faringeanos, comumente encontrado em 
peixes onívoro. E, por fim, os Mugil brasiliensis, na qual as dentições estavam 
ausentes, havendo a presença apenas dos dentes faringeanos, colocando-os como 
herbívoro (Figura Il). 


Figura |. Cavidades orais dos representantes das espécies analisadas morfologicamente. (A) 
Centropomus parallelus, (B) Menticirrhus americanus, (C) Pomatomus saltatrix, (D) Genidens 
barbus, (E) Selene setapinnis, (F) Cynoscion acoupa, (G) Trachinotus spp., (H) Mugil brasiliensis. 





Fonte: O autor. 
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4.2 CAVIDADE PERITONEAL 

A cavidade peritoneal de Genidens barbus, Cynoscion acoupa, Menticirrhus 
americanus, Pomatomus saltatrix, Trachinotus spp., Selene setapinnis, Centropomus 
parallelus, é relativamente pequena, se comparada à massa muscular dos peixes, 
exceto o Mugil brasiliensis que se observou a cavidade abdominal proporcional a sua 
massa corporal. 

O tubo digestório dos espécimes analisadas apesar de se estenderem ao longo 
da cavidade não a preenchiam totalmente em função do grande volume ocupado pela 
bexiga natatória que se estendia ao longo de todo o peritônio, desde o terço anterior 
até o reto. No entanto, foi observado que o tubo digestório do Mugil brasiliensis 
preenchia toda a cavidade peritoneal, facilitando a identificação de seu hábito 
alimentar. 

Os estômagos dos peixes analisados em geral estavam localizados na porção 
anterior da cavidade celomática, limita-se anteriormente pelo esôfago, sendo recoberto 
nas faces direita e esquerda pelos cecos pilóricos. 

Os cecos pilóricos em relação ao tubo digestório se encontraram invaginados a 
partir da porção inicial do intestino médio, recobrindo em ambas as faces, direita e 
esquerda, o estômago. 

4.3 ESÔFAGO 

Os esôfagos destes peixes geralmente apresentavam um formato de formato 
tubular e relativamente curto, com paredes distensíveis, apresenta-se contínuo à 
faringe e desemboca na região cárdica do estômago, sendo que a passagem do 
alimento por este órgão é regulada parcialmente pelas pregas longitudinais espessas, 
separadas por profundos e amplos sulcos que se distingue visualmente o padrão de 
sua mucosa daquelas que foram observadas no estômago. 

4.4. ESTÔMAGO 

Ao analisar o estômago de C. acoupa, verifica-se que o órgão se estende por 
cerca de 50 % do espaço da cavidade celomática com formato cecal em “Y”, com as 
regiões gástricas bem definidas. A disposição das pregas no estômago presente 
desde o esôfago onde ocorre a recepção do alimento, até a região pilórica, através 
da qual sucederá o esvaziamento do estômago e consequente passagem do alimento 
processado para o intestino, onde naturalmente acontece a absorção. 

O estômago do G. barbus é um tubo simples alongado, curvado em forma de 
“9”. Apresenta pregas musculares bem definidas, o qual facilita a entrada dos 
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alimentos. Os estômagos foram esvaziados e verificou-se a presença de restos de 
poliquetas e sedimentos, tratando-se de um hábito onívoro. 

A morfologia do estômago do M. americanus, apresentou um órgão curto em 
forma de bolsa alongada. Ao analisar os conteúdos estomacais foi verificado a 
presença de restos de poliquetas e crustáceos, enquadrando ao hábito alimentar 
carnívoro. 

Para o P. saltatrix, a morfologia do estômago seguiu a mesma descrição de M. 
americanus, em forma de bolsa alongada. Todos os espécimes possuíam em seu 
conteúdo estomacal a presença de restos de crustáceos. 

O formato dos órgãos estomacais de Trachinotus spp e S. setapinnis 
apresentaram-se em formade tubo simples em “Jºde forma geral, ao analisar seus 
conteúdos estomacais, havia presenças de restos de crustáceos e alguns pequenos 
peixes. Verificou-se que seus hábitos alimentares se descreveram como carnívoros. 

E, ao analisar o estômago do C. parallelus que se distribui de forma simples em 
forma de “Y” curvada. Os resultados se assemelharam ao restante dos peixes 
carnívoros anteriores, porém, de hábito alimentar preferencialmente piscívoro, pois em 
seu estômago haviam presenças de pequenos peixes e crustáceos. 

No M. brasiliensis, o estômago é dividido em duas porções: cárdica e pilórica. 
A primeira é responsável pela digestão enzimática e a segunda, trata-se do formato 
em moela, que tem como função estritamente mecânica na digestão, característico de 
peixes herbívoros. 

Em geral, as regiões cárdicas e fúndicas das oito espécimes estudadas estão 
alinhadas em um mesmo plano, enquanto a região pilórica encontra-se perpendicular 
a este plano. As regiões cárdica e pilórica, responsáveis pelo armazenamento e 
esvaziamento, respectivamente do alimento no estômago, apresentaram diâmetros 
bastante distintos, onde a região cárdica é evidentemente maior, e a pilórica 
proporcionalmente menor. 

4.5 INTESTINO 

Os intestinos foram analisados cautelosamente em laboratório e encontram-se 
ilustrados na figura V. 

O intestino e reto de C. acoupa é retilíneo e relativamente curto, com formato 
tubular. Dispõe-se no tubo digestivo em forma de “Nº. Sua porção inicial se dá no 
esfíncter pilórico e finaliza-se na valva ileorretal, onde se inicia o reto. Foi observado 


uma redução gradativa de diâmetro até o ânus. 
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As pregas da mucosa intestinal se ajustam em rede, com vilosidades alongadas 
predominantemente em sentido longitudinal, apresentando-se mais longas no 
intestino médio do que na sessão do reto. Entretanto, macroscopicamente, o tecido 
do reto apresenta-se mais liso em função da ausência de vilosidades, mas com 
pregas, orientadas longitudinalmente, para direcionar o fluxo do bolo fecal vindo do 
intestino médio para o ânus. 

A transição entre o intestino médio e o reto é evidenciada pela presença de 
uma constrição observada externamente bem como, na parte interna por um marcado 


espessamento muscular, formando a estrutura denominada valva ileorretal (Figura III). 


Figura Ill: Intestino médio: segmento que compreende o intestino propriamente dito, medido a partir 
do esfincter pilóricoaté a valva ileorretal: (ET) estômago, (ES) esôfago, (CP) cecos pilóricos, (IM) 
intestino médio, (RT) reto e (pontilhado) valva ileorretal. 





Fonte: O autor. 


O G. barbus possuí um intestino curto comparado a sua massa muscular, em 
formato tubular simples. Porém, não foi observado cecos pilóricos, que são 
responsáveis para aumentar a área do intestino de absorção, caracterizando o bagre 
como onívoro. O seu órgão intestinal é bem vascularizado, apresentando pequeno 
comprimento do intestino, que pode proporcionar maior absorção de nutrientes do 
intestino posterior, de acordo com Baldisserotto, 2009. 

A separação do intestino médio e reto não é explicitamente evidenciada 
ao se observar externamente, mas internamente pode-se observar um estreitamento 
muscular. 


O intestino do M. americanus é relativamente curto e forma duas alças 
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longitudinais, característico de peixes carnívoros. Seu comprimento corresponde a 
cerca de um terço do comprimento padrão do peixe. Sua superfície interna é formada 
por pequenas papilas e não apresenta sulcos. De sua área próxima ao piloro, 
emergem alguns cecos pilóricos, das quais a posterior está localizada sob a alça 
intestinal anterior (Figura IV). 


Figura IV: Vista superior do intestino do M. americanus na qual é relativamente curto formando duas 
alças longitudinais. 





Fonte: O autor. 


O P. saltatrix apresentou intestino curto comparando-se a massa corporal, em 
formato tubular em “Nº. Sua morfologia intestinal lhe caracteriza como uma espécie 
carnívora. Além do mais, possuem alguns cecos pilóricos bem evidenciados, 
presentes logo após o estômago. 

Os espécimes de Trachinotus spp. demonstraram um intestino curto, em 
formato de tubo simples. A morfologia do intestino proximal, mediano e distal é bem 
evidenciada. O intestino médio vem imediatamente após o esfíncter pilórico, limitando- 
se caudalmente com o intestino posterior. 

O intestino médio e reto da S. setapinnis é um tubo retilíneo e curto, dispondo- 
se em forma de “J”. Observa-se que a morfologia do intestino médio e reto desse 
espécime é bem irrigada com presençade vários cecos pilóricos. Os cecos pilóricos 
estão evidenciados ao final do estômago e início do intestino proximal, sendo o 
espécime com o maior número de cecos pilóricos analisados durante o 
desenvolvimento do estudo morfológico. 

O intestino do C. parallelus representa quase 80 % do comprimento total do 
tubo digestório. O intestino é curto, do tipo cilíndrico simples e enrolado no formato 


em “N” na cavidade abdominal, formando os três segmentos: o intestino proximal, que 
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é ligado ao ceco pilórico, intestino médio e o intestino distal sendo a parte final do 
último segmento terminando em um esfíncter. 

O intestino do M. brasiliensis é o maior em comprimento se comparado com as 
espécies anteriores. A morfologia intestinal é maior que seu tamanho do corpo, em 
formato de um tubo longo retilíneo, todo esse órgão é envolto por uma espessa 
camada de tecido conjuntivo adiposo. No entanto,nos espécimes analisados de M. 


brasiliensis há ausência de cecos pilóricos. 


Figura V: Vista superior dos intestinos dos espécimes analisados, evidenciando o intestino médio, 
reto e presença ouausência de cecos pilóricos. 





Fonte: O autor. 


5. DISCUSSÃO 

As análises morfológicas do trato digestivo são essenciais para a compreensão 
da biologia das espécies, da fisiologia e para a criação de peixes, conforme observado 
em outros estudos como Buddington et al. (1987), Galvão et al. (1997) e Olsson 
(2011). 

O hábito alimentar carnívoro em que M. americanos, C. acoupa, P. saltatrix, 
Trachinotus spp., S. setapinnis e C. parallelus apreendem as presas, são similares aos 


onívoros, como no caso da espécie G. barbus , segundo Camargo & Isaac 2004 ; 
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Garavello & Britski, 1988. Na qual engolem as presaspor inteiro, sem a preparação 
pré-digestiva quando o alimento é de origem animal, sendo diferente doque acontece 
com os alimentos de origem vegetal, que são triturados e macerados, através da 
dentição oral e faringeana, antes de serem digeridas (RODRIGUES et al., 2006). 
Quanto a ingestão de presas grandese inteiras Hahn et al. (1999) discutiram que por 
as presas ingeridas serem relativamente grandes, comum elevado valor nutricional e 
facilmente digeríveis, pode diminuir o tempo para saciar um carnívoro. Ainda sobre o 
hábito alimentar, no caso da M. brasiliensis observa-se que a cavidade oral é 
revestida por um epitélio abundante e pregas complexas e ramificadas no esôfago 
(GALVÃO et al., 1997). É evidente que apesar do material orgânico e a energia se 
concentrarem nos menores detritos (CARDONA, 2016) e os Mugilídeos consigam 
selecionar partículas tão finas (BLAY, 1995; STEPHEN & BLABER, 1976), ainda assim 
ingerem areia e algumas algas, considerando seu hábito alimentar 
herbívoro/bentofago, sendo estes os componentes principais da dieta (OLIVEIRA e 
SOARES 1996). 

Ao analisar os esôfagos de M. americanos, C. acoupa, P. saltatrix, Trachinotus 
Spp., S. setapinnis, C. parallelus, G. barbus e M. brasiliensis verificou-se que é similar 
ao da maioria dos Teleosteos (Amaral, 1990) e os protótipos das mucosas esofágicas 
analisadas das espécies são longitudinais, relativo com a maleabilidade da parede 
desse órgão, o que o torna adequado para a entrada e ligeiro transporte de presas 
inteiras ao estômago (SEIXAS FILHO, 1998, BALDISSEROTTO et al., 2014). 

Segundo Zavala-Camin (1996) descreveu que de forma geral, os esôfagos 
dos peixes ósseos são um órgão tubular, normalmente curto. Essa característica 
corresponde com os resultados obtidos através desse estudo, na qual, o esôfago 
mostrou-se tubular e curto quando conferido ao comprimentodo estômago. Segundo 
o mesmo autor, a morfologia e o comprimento do esôfago podem estar relacionados 
apenas à função de transporte de alimento, visto que, normalmente, a digestão se 
inicia no estômago. 

Na grande maioria das espécies analisadas não houve a presença de esfíncter 
entre o esôfago e o estômago, tendo um seguimento anatômico do esôfago com o 
estômago (AMARAL, 1990; RODRIGUES et al., 2006). Segundo Godinho (1970), o 
término entre esôfago e estômago é apontado, macroscopicamente, por um 
estreitamento na região de transição entre estes dois órgãos. 


Os estômagos analisados morfologicamente das espécimes estudados, são 
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dos tipos “J”, “Nº e“Y”, como observado por Amaral (1990) em teleosteos estudados 
por Hernandez-Blazquez et al. (1990), com estômago sifonal, em Hoplias malabaricus 
(Bloch, 1794) que pode apresentar uma forma intermediária entre os tipos de peixes 
ósseos estudados (BRACCINI, 2002). Os tipos de estômagos, observados de 
carnívoros e onívoros permite a ingestão de presas inteiras, permitindo também as 
de maior porte, muito característico de espécies predadoras e ictiófagas em 
decorrência da permeabilidade das paredes (MORAES ef al.,1997). Já o estômago 
da M. brasiliensis é dividido em duas porções comfunções digestivas (GALVÃO et 
al., 1997) e que, embora não se tenha estudos específicos, possivelmente atue na 
absorção de alguns nutrientes como relatado para outras espécies de peixes (BAKKE 
et al., 2010). 

Tendo-se em conta as morfologias anatômicas obtidas neste estudo, como o 
esquema de pregas da mucosa, a região cárdica e fúndica dos estômagos são 
responsáveis pela entrada e armazenamento do alimento, mutuamente, enquanto a 
região pilórica é responsável pelo esvaziamento gástrico (Menin; Mimura, 1993). Entre 
os espécimes predadores, ictiófagos, podem ocorrer diferentes adaptações no 
estômago, os quais se denotam, maiormente ao tamanho das regiões cárdica e 
cecal. Como por exemplo, Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794) a sua região cárdica 
é maior, assim também como foi observado nas espécies em estudo, em contrapartida 
Acestrorhynchus britskii (Menezes, 1969) e Acestrorhynchus lacustris (LUTKEN, 
1875) a região cecal apresenta-se mais ampla em dimensões, de acordo com (MENIN, 
1993). 

Contudo, a região pilórica dos espécimes analisadas, como a de outras 
espécies de Teleosteos com hábitos alimentares diferentes (MENIN, 1988; MIMURA, 
1993), à custa de sua forma, de dimensões, do padrão de pregas da mucosa e, 
principalmente, espessura de sua parede, pode estar relacionada com o 
esvaziamento gástrico, sendo assim, o transporte do material já digerido para o 
intestino médio. 

Percebem-se nos carnívoros e onívoros analisados, cecos pilóricos 
(apêndices), com vários números e formas que podem ser apresentados em 
diferentes espécies (MENIN, 1988; HAHN, 1991; LOGATO, 1995). 

O número de cecos pode variar de zero até milhares (BALDISSEROTTO et al., 
2014). Por enquanto não está bem definido se há relação entre a presença de cecos 


pilóricos e a dieta do peixe, pois eles ocorrem nos peixes carnívoros, onívoros e 
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herbívoros. Porem é mais desenvolvido em comprimento nos carnívoros, reduzidos 
ou ausentes nos herbívoros (ROTTA, 2003). Os espécimes com pouca quantidade ou 
nenhum ceco pilórico ocorrem maior desenvolvimento da mucosa e/ou maior 
comprimento do intestino médio para compensar a escassez ou ausência dessas 
estruturas (ROTTA, 2003; BALDISSEROTTO et al., 2014). O estudo morfológico dos 
cecos pilóricos permite concluir que elescolaboram com a expansão da superfície de 
absorção dos nutrientes que ocorrem no intestino, sem aumentar o comprimento ou 
espessura. 

Averiguou-se nas oito diferentes espécies estudadas que a amplitude do 
intestino médio é maiorna porção inicial, da qual se reentrançam os cecos pilóricos, 
os mantendo, após essa porção, relativamente contínuo. E, para o intestino posterior 
(reto), ocorreu redução sucessiva de amplitude até o ânus. Isso foi averiguado por 
Logato (1995) em Piaractus mesopotamicus (HOLMBERG, 1887) e Leporinus 
macrocephalus Rodrigues & Menin (2008) espécies de hábitos alimentares onívoros, 
declararam observações análogas. 

Os modelos de enrolamento dos intestinos analisados aumentam de 
complexidade a partir de um arranjo aproximadamente retilíneo nos carnívoros, até 
assumir configuração altamente enovelada, em lIliófagos como o Prochilodus lineatus 
(VALENCIENNES, 1836), (MORAES et al., 1997). Os modelos de enrolamento 
apresentados pelas espécies estudadas representam a caracterização de uma 
alimentação com altos valores nutricionais, semelhantes para os carnívoros, onívoros 
e herbívoros. 

Segundo Baldisserotto et al. (2014) o comprimento do intestino é muito variável 
entre os peixes e possui relação com o comprimento corporal e a dieta. Por intermédio 
das análises morfológicas foi possível verificar que as espécies carnívoras e onívoras 
possuem intestinos curtos e herbívoros, intestino longo. O coeficiente intestinal foi 
analisado para detectar possíveis relações do tamanho dos intestinos com as dietas 
das espécies. 

Os valores calculados estatisticamente são característicos de espécies 
carnívoras, onívoras e herbívoras, como por exemplo, o Dourado Coryphaena 
hippurus (LINNAEU, 1758) e o Robalo Centropomus undecimalis (BLOCH, 1792). As 
principais características morfológicas do tubo digestivo das espécies estudadas 
podem ser consideradas semelhantes às da maioria de peixes carnívoros 


apresentando, estômago grande e intestino relativamente curto (RODRIGUES; 
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MENIN, 2008), herbívoro apresentando estômago reduzido ao se comparar com o 
intestino longo e onívoro com os mesmos órgãos intermediários (BALDISSEROTTO 
et al., 2014). 

Assim sendo, pode-se afirmar que nos tubos digestórios das espécies 
carnívoras, onívoras e herbívoras existem várias adaptações morfológicas ao hábito 
alimentar, sendo, no tubo digestivo, as estruturas dos estômagos e o comprimento 
dos intestinos as características mais expressivas que os diferem dos hábitos 


alimentares. 


6. CONCLUSÃO 

Com base nos resultados da morfologia macroscópica interna do sistema 
digestivo, comprimento e análise do conteúdo estomacal, foi possível comparar os 
hábitos alimentares dos peixes mais frequentes durante o outono no Mercado 
Municipal de Peixes em Paranaguá. 

Também, as análises morfológicas forneceram resultados para auxiliar outras 
pesquisas que possam trabalhar com espécies de peixes do Litoral do Paraná. E, 
ainda, ampliando as informações dos pescados a ser consumido pela população que 
geralmente desconhecem sobre as espécies que estão se alimentando. 

Contudo, as análises dos tubos digestivos das espécimes do litoral do Paraná 
apresentaram características morfológicas dos órgãos condizentes com os seus 
hábitos alimentares, apresentando adaptações morfológicas para tanto, como nos 
esôfagos, estômagos, intestinos, cecos pilóricos que ampliam a área intestinal, 
possuindo ainda, características semelhantes às de outros teleósteos que também 


evidenciam os mesmos hábitos alimentares. 
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RESUMO: Doenças de notificação obrigatória devem ser levadas ao conhecimento 
dos órgãos competentes logo que detectadas ou sob suspeita. O número ainda 
incipiente dessas notificações motivou a pesquisa cujo objetivo foi verificar a 
percepção de estudantes, profissionais de instituições de ensino da Medicina 
Veterinária e de veterinários do Estado de Sergipe quanto à notificação obrigatória de 
doenças de animais e descobrir os principais entraves na captação dessas 
informações pelo Serviço Veterinário Oficial - SVO. Assim, foi aplicado um 
questionário semiestruturado para 135 participantes, sendo 82 % estudantes, 7 % 
professores e técnicos das instituições de Ensino Superior de Medicina Veterinária do 
estado de Sergipe e 11 % veterinários atuantes em diversas áreas de competências. 
Apesar de 87 % afirmarem conhecer a lista de notificação obrigatória, apenas 43 % 
sabiam que qualquer cidadão poderia notificar e 69 % não sabiam como fazer de 
forma correta. Na percepção de 100 % dos entrevistados, a notificação obrigatória de 
doenças de animais de produção é considerada uma atitude importante, mas ainda 
requer uma melhor divulgação nessa temática tanto para profissionais como para o 
público em geral, especialmente os ligados à produção animal. Os participantes 
demonstraram desinformação quanto às doenças que requerem notificação. Além de 
educação sanitária adequada para cada público-alvo, uma maior integração entre as 
instituições, veterinários e produtores rurais foram elencados pelos entrevistados. 
Treinamento, aumento da capilaridade do serviço também foram sugestões para 
aprimorar a captação e registro das notificações de doenças dos animais no estado de 
Sergipe. 


PALAVRAS-CHAVE: Epizootias, defesa sanitária animal, lista da Organização 
Mundial de Saúde Animal (lista OIE). 


ABSTRACT: Mandatory reporting diseases should be brought to the attention of oficial 
services as soon as they are detected or suspected. The still incipient number of oficial 
notifications motivated this research whose aim was to verify the perception of students, 
professionals from Veterinary Medicine teachinginstitutions and veterinarians in the 
State of Sergipe regarding the mandatory notification of animal diseases and to 
discover which are the main obstacles in obtaining these information by the Official 
Veterinary Service - OVS. Thus, a semi-structured questionnaire was applied to 135 
participants, where 82 % were students, 7 % were professors and technicians from 
Veterinary Medicine Colleges in the state of Sergipe and 11% veterinarian 
practitioners working in various areas of competence. Although 87 % were aware of 
the existence of a mandatory notification list, only 43 % knew that anycitizen could 
make the notification and 69 % did not know how to do it correctly. All 100 % of the 
interviewees consider the mandatory notification of diseases in farm animals important, 
but this issuestill requires a better dissemination among both professionals and the 
general public, especially people related to animal production. Participants 
demonstrated disinformation regarding animal diseases that require notification. In 
addition to adequate health education for each target audience, greater integration 
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between institutions, veterinarians and rural producers was listed by the consulted 
public. Training and increased service coverage were also suggestions to improve 
animal disease notifications in the state of Sergipe. 


KEYWORDS: Epizooties, animal health defense, World Organization for Animal 
Health List (WOAHIist). 
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1. INTRODUÇÃO 

O conceito para a Organização Mundial de Saúde é de que o “Sistema de 
Informação em Saúde é um mecanismo de coleta, processamento, análise e 
transmissão da informação necessária para se organizar e operar os serviços de 
saúde e, também, para a investigação e o planejamento com vistas ao controle de 
doenças.” (CASTRO, 2003). 

As listas para as doenças de notificação compulsória em vigência no Brasil são 
vinculadas principalmente ao Ministério da Saúde (MS) e Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento (MAPA). A Organização Mundial de Saúde Animal — OIE 
incentiva que cada país-membro deve elaborar suas listas e seus respectivos 
programas de controle, prevenção, e erradicação de enfermidades, além de preparar 
os sistemas de saúde e de vigilância para a atenção à saúde e notificação dos casos. 
No Brasil, a IN 50 de 24 de setembro de 2013 prevê que a notificação é obrigatória 
para qualquer cidadão, bem como para todo profissional que atue na área de 
diagnóstico, ensino ou pesquisa em saúde animal ou instituição que tenha 
conhecimento de algum caso suspeito das doenças listadas como obrigatórias e que 
o serviço veterinário oficial deverá manter os meios necessários para captação e 
registro dessas notificações (BRASIL, 2013). 

O Sistema Nacional de Informação Zoosanitária — SIZ, mantem um banco de 
dados com as informações obtidas por meio da lista de doenças de notificação 
obrigatória oriundas do Serviço Veterinário Oficial - SVO, cujos dados também vem 
através de atendimentos realizados pelos profissionais da iniciativa privada (ligados à 
área da saúde animal), de trabalhos envolvidos por instituições parceiras de ensino e 
pesquisa e de demais instituições públicas (BRASIL, 2013). 

Essas notificações são de extrema importância por caracterizarem-se como 
fonte de informação espontânea e por revelarem a preocupação dos notificantes com 
a saúde animal, bem como por demonstrarem confiança no serviço de vigilância oficial 
do seu estado (CHAVES et al., 2016), mas é necessário que aqueles envolvidos 
diretamente com sanidade animal estejam conscientes da importância da notificação 
obrigatória de doenças e conheçam os meios e prazos parainforma-las aos órgãos 
competentes. 

A notificação é habitualmente realizada de modo precário, pelo 
desconhecimento de sua importância, descrédito nos serviços de saúde animal, falta 


de acompanhamento e supervisão da rede de serviços, pela falta de retomo dos dados 
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coletados e das ações que foram geradas pela análise. Neste sentido, é fundamental 
que trabalhos de sensibilização dos profissionais e das comunidades sejam 
sistematicamente realizados visando melhorar a quantidade e a qualidade dos dados 
obtidos. Desta forma se fortalece e amplia a rede de notificação, pois idealmente, o 
sistema deve cobrir toda a população (ADAPAR, 2014). 

O primeiro passo para sensibilizar esse público que se quer atingir é 
identificando a percepção do mesmo diante da obrigatoriedade das notificações e os 
entraves que vem dificultando a captação dessas informações pelo SVO. 

Identificar a percepção dos estudantes, profissionais das instituições de ensino 
de Medicina Veterinária e dos veterinários autônomos do Estado de Sergipe quanto à 
notificação obrigatória de doenças de animais ao Serviço Veterinário Oficial. 


2. METODOLOGIA 
2.1 LOCAL E PERÍODO DO ESTUDO 
O estudo foi conduzido no segundo semestre de 2019 nas instituições de 
Ensino Superior de Medicina Veterinária e para os veterinários envolvidos com o 
Serviço Veterinário Oficial do Estado de Sergipe. 
2.2 PARTICIPANTES DO ESTUDO 
Foram contatados estudantes de Medicina Veterinária que estivessem 
cursando a partir do 7º semestre e profissionais formados que atuassem como 
técnicos, professores e/ou pesquisadores durante o ano de 2019 nas instituições de 
ensino de Medicina Veterinária do Estado de Sergipe. Participaram ainda veterinários 
autônomos com vínculo no Serviço Veterinário Oficial, como: médicos veterinários 
habilitados/cadastrados nos programas sanitários do Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento e aqueles com função de Responsável Técnico de 
estabelecimentos de criação de animais de produção. 
2.3 COLETA DOS DADOS 
Foi aplicado um questionário semi-estruturado (Apêndice A) abordando 
perguntas sobre notificação obrigatória de doenças de animais e algumas com o 
intuito de caracterizar o perfil dos participantes, embora não permita a identificação 
dos mesmos. 
2.4 BANCO DE DADOS 
As informações obtidas pelo questionário foram inseridas em um banco de 
dados excel, organizadas e compiladas para posterior análise estatística, cálculos 
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percentuais, confecção de gráficos e análise de conteúdo na questão aberta, segundo 
Bardin (1977). 
2.5 ASPECTOS ÉTICOS 

Em conformidade com a Resolução nº 466 de 12 de dezembro de 2012, os 
participantes foram esclarecidos quanto aos objetivos do projeto e sobre o anonimato 
no preenchimento do formulário, sendo necessária sua autorização mediante Termo 
de Consentimento Livre e Esclarecido e autorização do comitê de ética sob número: 
CAAE 15244819.6.0000.5546. 


2. RESULTADOS 

Durante a execução do plano de trabalho, foram entrevistados 135 
participantes que concordaram previamente em responder o questionário após 
explanação sobre a pesquisa e aceitação mediante assinatura do TCLE. Destes, 64 % 
eram do sexo feminino e cerca de 65 % estavam na faixa etária entre 20 e 25 anos e 
91 % residem no estado de Sergipe. A distribuição dos participantes por atuação na 


medicina veterinária está demonstrada na Figura 1. 


Figura 1: Distribuição dos participantes segundo sua atuação na Medicina Veterinária. 


Professor 


Veterinário 7% OS 


autônomo 





N= 135 entrevistados 


Fonte: Os Autores. 


A pesquisa procurava identificar se o participante tinha conhecimento sobre a 
Lista de Doenças de Notificação Obrigatória dos animais, sendo que das 135 pessoas 
participantes, apenas 17 responderam que não tinham conhecimento. Porém, mesmo 


que 87 % dos entrevistados tenham dito que conhecem a lista, só 58 entrevistados 
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(43 %) sabiam que a notificação dessas doenças deve ser feita por qualquer cidadão 


ou instituição que tenha conhecimento dos casos suspeitos (Figura 2). 


Figura 2: Conhecimento dos entrevistados sobre quem é habilitado para notificar doenças da lista da 
OIE. 
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Profissional da área de diagnóstico... 
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Veterinário do Serviço Oficial 
Veterinário privado que atendeu a suspeita 


Produtor 





Fonte: Os Autores. 


Uma outra pergunta foi, caso a pessoa se deparasse com um diagnóstico de 
alguma doença animal contemplada na lista, se ela teria noção de como e quando 
notificar. A Figura 3 demonstra que apenas 42 participantes da pesquisa sabem 
exatamente qual formulário utilizar e como notificar uma doença, enquanto 69 % dos 


entrevistados não tem plena certeza de como nem quando notificar. 


Figura 3: Distribuição dos entrevistados sobre como conduzir uma notificação ao se obter um 
diagnóstico. 
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Fonte: Os Autores. 


Ao solicitar que o participante listasse doenças exóticas ou já erradicadas no 
Brasil, obtivemos os seguintes resultados que podem ser visualizados na Figura 4, 
onde 19 % listaram corretamente a Peste Suína Africana — PSA, e 5 % influenza 


aviária, mas doenças como Febre Aftosa, Raiva e Brucelose foram relacionadas 
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equivocadamente como doenças exóticas ou já erradicadas no Brasil. 


Figura 4: Doenças consideradas erradicadas ou exóticas no Brasil pelos entrevistados. 
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Fonte: Os Autores. 


Quanto às doenças que não necessitam de intervenção imediata do Serviço 
Veterinário Oficial na propriedade e podem ser notificadas de forma mensal, as 
respostas podem ser observadas na Figura 5. 


Figura 5: Doenças de notificação obrigatória que não necessitam intervenção imediata do SVO sob 
a percepção dos estudantes e profissionais da medicina veterinária do estado de Sergipe. 
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Fonte: Os Autores. 


Avaliando as respostas obtidas nesta questão, a grande maioria dos 
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participantes responderam corretamente sobre quais doenças podem ser notificadas 
mensalmente. Que são: BVD, IBR, babesiose e botulismo. Pois as mesmas não têm 
tanto impacto socioeconômico na população nem são zoonoses importantes. Porém, 
35 % das citações se referiam a raiva, tuberculose bovina, mormo e newcastle, 
doenças que pela importância zoonótica ou econômica muito relevantes, devem 
ser notificadas em até 24h e requer a intervenção imediata do SVO para que as 
medidas sanitárias sejam efetivas e capazes de conter a disseminação do patógeno. 

Uma outra abordagem feita para os participantes foi em relação às principais 
dificuldades encontradas por eles no processo da notificação. As respostas podem ser 
verificadas na Figura 6. Umdado relevante é que nenhum dos 135 participantes 
assinalou a opção de que não vê importância na notificação de doenças, o que 
significa que 100% dos entrevistados consideram importante notificar. Das 
dificuldades com maiores frequências estão a falta de divulgação por parte do SVO, 
pouca integração entre o SVO e as instituições de ensino e o pouco conhecimento do 


assunto de forma geral(Figura 6). 


Figura 6: Principais dificuldades apontadas pelos entrevistados para notificar doenças. 


MEDO DA INTERVENÇÃO DO SVO NA PROPRIEDADE 
SER DE FORMA DRÁSTICA 


AUSÊNCIA DE RETORNO DA INFORMAÇÃO ANALISADA 


AUSÊNCIA DE HÁBITO PARA NOTIFICAR DOENÇAS DE 
ANIMAIS 


TEMPO CONSUMIDO PARA PREENCHER A FICHA DE 
NOTIFICAÇÃO 


POUCA INTEGRAÇÃO DO SVO COM AS INSTITUIÇÕES 
DE ENSINO 


FALTA DIVULGAÇÃO POR PARTE DO SVO 


POUCO CONHECIMENTO SOBRE O ASSUNTO 





0 10 20 30 40 50 60 70 


Fonte: Os Autores. 


Dos 135 participantes da pesquisa, 91 deram sugestões/opiniões (alguns 
sugeriram mais de um elemento) de como melhorar o sistema de captação e registro 
de notificações de doenças no estadode Sergipe, sendo 53 % relacionadas a uma 
melhor divulgação para a sociedade em geral, como produtores, funcionários de casas 


agropecuárias, veterinários, laboratórios, escolas, etc. Daqueles que sugeriram uma 
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melhor divulgação sobre as doenças de notificação, 20 % destacaram a necessidade 
de discutir mais sobre esses assuntos nas universidades, justificando que os egressos 
já estariam cientes dos procedimentos quando fossem atuar na área de clínica e 
diagnóstico de doenças. Esses 20 % corresponderam em quase sua totalidade ao 
grupo de estudantes de uma faculdade de veterinária privada. 

Outro elemento sugerido em 10,4 % das respostas dos entrevistados é o 
treinamento gratuito de médicos veterinários, sejam eles autônomos, do setor público 
ou privado. Na mesma proporção foi também sugerida a melhoria da vigilância 
epidemiológica pelo Serviço Veterinário Oficial, seja mediante contratação ou 
concurso de mais veterinários, aumentando a capilaridade do serviço nos municípios 
ou pela melhoria na infraestrutura do órgão. Outros 9,6 % das respostas se referiam 
a intensificar as fiscalizações pelo órgão de defesa sanitária animal. 

A maior integração entre instituições como universidades, Conselho Regional 
de Medicina Veterinária, Serviço Veterinário Oficial e associações ou sindicatos de 
produtores foi mencionada em 7,3 % das respostas como uma importante forma de 
melhorar a captação das notificações de doenças. Quase com a mesma 
expressividade, a melhoria e disponibilização de ferramentas atualmente mais 
acessíveis, como aplicativos virtuais e softwares, foi relacionada pelos participantes 
da pesquisa. 

Pequenos percentuais (menos de 3%) foram observados nos seguintes 
elementos: chamar o veterinário mais urgentemente ao observar sinais clínicos nos 
animais, elaborar pesquisas para detectar as doenças em animais, tendo como 


público-alvo os produtores rurais e ampliar o cadastro pecuário. 


4. DISCUSSÃO 

Em razão da necessidade de mais informação sobre doenças de notificação 
obrigatória, vale ressaltar que a educação sanitária é essencial para se conseguir êxito 
na execução de qualquer programa de saúde animal. Rossi & Tavares, 2014, 
relataram que o serviço veterinário oficial de Santa Catarina realizou atividades de 
educação sanitária centradas na doença de Aujeszky para que os produtores 
pudessem notificar rapidamente quando surgissem os primeiros sinais clínicos em 
seus rebanhos, sendo provavelmente um fator relevante para o combate da 
enfermidade no estado e auxiliando na manutenção da competitividade do setor 
suinícola. Para Fontana et al. (2014), a educação sanitária auxilia na conscientização 
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dos produtores e das autoridades municipais sobre a prevenção de doenças que 
acarretem prejuízos econômicos ou riscos à saúde pública devido ao caráter zoonótico, 
refletindo diretamente no status sanitário dos rebanhos e na promoção da saúde 
humana. 

Analisando sistemas de notificação de sanidade avícola no estado de Sergipe, 
Oliveira et al. (2016) destacam a necessidade de atividades de educação sanitária nos 
municípios onde ocorre maior fluxo de comercialização de aves, buscando registrar 
maior número de doenças prováveis e, assim, permitir que o serviço veterinário oficial 
realize a vigilância de forma mais eficaz. 

No entanto, essas ações educativas tornam-se mais eficientes quando se 
realiza um diagnóstico prévio do público-alvo que se quer atingir, caso contrário, 
práticas inadequadas podem causar desinteresse nas ações de defesa sanitária, 
como relatado por Moura et al. (2014) em um trabalho caracterizando o perfil dos 
produtores inadimplentes com relação à Febre Aftosa, onde os mesmos são em sua 
maioria analfabetos, desconhecem o calendário oficial de vacinação e preferem 
treinamentos com práticas. Semelhante a este estudo, a caracterização de uma 
determinada comunidade do estado do Maranhão identificou que muitos 
desconhecem sobre a transmissão,sintomas e profilaxia da raiva. Esse diagnóstico 
educativo foi considerado uma ótima ferramenta para auxiliar na elaboração de 
projetos educativos que poderão ser implantados nas comunidades rurais (SANTANA 
et al., 2014). Corroborando esses estudos, Diniz et al. (2009) ao transcrever uma aula 
da educadora brasileira Hortensia Hurpia de Hollanda, relata que a educação 
sanitária tem que sebasear nos contatos pessoais, na aproximação dos grupos 
primários e na elaboração de programas coordenados com outras entidades — a 
escola, a igreja, as organizações de fomento agrícola, e outras. Ainda sobre 
diagnóstico como forma de embasar programas de educação em saúde, Rocha & 
Improta (2014) constataram que os professores das escolas rurais de Joinville 
desconhecem as zoonoses (brucelose, tuberculose e raiva), as espécies envolvidas, a 
transmissão das doenças, os sinais clínicos e as formas de prevenção, além de não 
conhecem as atribuições do serviço veterinário oficial do estado de Santa Catarina. Os 
autores concluíram que é necessário implantar um projeto educativo-sanitário inter e 
multidisciplinar nas escolas, que aborde o tema Zoonoses como conteúdo transversal 
a grade curricular de forma teórico-prática. Isso facilitará o aprendizado das 


disciplinas básicas, à medida que forem trabalhados conceitos e práticas sanitárias, a 
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partir da realidade do aluno. 

Quanto à integração entre as instituições de ensino, serviço veterinário oficial, 
médicos veterinários e produtores, Matos et al. (2014a) perceberam que a integração 
do setor produtivo com o SVO contribuiu para a manutenção do status sanitário de livre 
de Peste Suína Clássica, interferindo positivamente na viabilização das exportações 
e conquista de novos mercados consumidores. A necessidade de integração entre o 
SVO e os produtores rurais foi relatada por Matos et. al. (2014b) apesar de bons 
resultados nas notificações de doenças de suínos. O envolvimento dos médicos 
veterinários da iniciativa privada com o SVO contribui para uma melhor gestão dos 
eventos sanitários no estado de Santa Catarina (MEDITISCH et al., 2014). Outro 
trabalho conduzido nesse estado analisando a distribuição dos estabelecimentos 
avícolas com as notificações de mortalidade nas 20 administrações regionais (ADRs) 
do SVO, constatou-se que houve um maior número de notificações nas 3 ADRs com 
um maior comprometimento do setor produtivo e o órgão de defesa (MACIEL et al., 
2014). Em um estudo sobre a análise de risco como ferramenta estratégica para o 
SVO, Santos et al. (2014) ressaltam que a integração entre universidade e SVO deve 
ser estimulada. 

Sobre melhorar as ferramentas para captação das notificações, foi 
disponibilizado pelo MAPA em janeiro de 2020 o e-SISBRAVET, uma ferramenta 
eletrônica específica para gestão dos dados obtidos na vigilância passiva em saúde 
animal, desenvolvida para o registro e acompanhamento das notificações imediatas 
de suspeitas de doenças e das investigações realizadas pelo Serviço Veterinário 
Oficial (BRASIL, 2020). Por esse meio eletrônico a notificação é imediatamente 
encaminhada para o SVO do estado da causa suspeita ou confirmada, a fim de permitir 
a investigação oficial e a pronta resposta conforme a necessidade de controle ou 
erradicação estabelecidos pelo órgão competente. 

Parte dos entrevistados não levou em consideração que zoonoses importantes 
devem ser notificadas em até 24 horas, como por exemplo a Raiva, cujos proprietários 
devem informar ao SVO suspeitas de doenças nervosas em herbívoros, espoliação 
por morcegos hematófagos e presença de abrigos de morcegos em suas 
propriedades. O SVO por sua vez, deve prestar atendimento imediato a suspeita, 
colhendo material biológico para diagnóstico, realizando controle populacional de 
morcegos se necessário e orientações sobre vacinação antirrábica do rebanho 
(SOUSA, 2019). 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A notificação obrigatória ao serviço veterinário oficial é fundamental para o 
controle ou erradicação de doenças sob a ótica de estudantes, professores e técnicos 
das instituições de ensino damedicina veterinária do estado de Sergipe, bem como 
para veterinários do setor público ou privado. No entanto, na percepção desses atores, 
ainda é necessária uma melhor divulgação sobre as doenças (especialmente as 
zoonóticas), sobre as formas de notificação e os respectivos formulários e meios para 
efetivá-las, além de uma melhor integração entre as instituições como universidades, 
SVO, médicos veterinários e produtores rurais. Para estes últimos, as atividades de 
educação sanitária devem ser priorizadas e adequadas. 

Treinamento especializado para os profissionais envolvidos, aumento da 
capilaridade do serviço mediante contratações de veterinários nos municípios e 
investimentos na infraestrutura do SVO que reflitam em melhorias na vigilância 
epidemiológica também ajudariam a aprimorar a captação e registro das notificações 


de doenças dos animais no estado de Sergipe. 
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